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Todas las proteínas, enzimas y substratos que aparecen en este trabajo de investigación 
se han nombrado de acuerdo a las recomendaciones de la Unión Internacional de Bioquímica y 
Biología Molecular (I.U.B.M.B.). Enzyme No menclature, Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme). Hemos util izado 
las traducciones en castellano siempre que ha sido posible (incluyendo abreviaturas util izadas), sin 
embargo, a lo largo del texto aparecen términos en inglés. Algunos de ellos constituyen palabras 
clave de esta tesis y cuya traducción no nos ha sido posible encontrar -o bien no está aceptada- 
(como MALDI-TOF, score…). En otras ocasiones, a pesar de que sí hemos encontrado 
traducciones aceptadas en castellano, el conocimiento de la terminología en inglés resulta vital 
para cualquier lector que quiera ampliar información sobre las técnicas y resultados presentados en 
este trabajo de investigación (peptides matched, Blossom-end rot…). Los términos en inglés 
aparecen en cursiva para llamar la atención al lector sobre este hecho. También se indican en 
cursiva los términos en latín y nombres de las especies de plantas. 
 
Durante la redacción se ha evitado, en la medida de lo posible, la uti lización de 
abreviaturas con la finalidad de favorecer la comprensión de los resultados. Sin embargo, la 
descripción de las abreviaturas aparece siempre en el texto (cuando se util izan por primera vez 
durante la redacción).  
 
También hemos seguido las recomendaciones de la I.U.B.M.B. a la hora de nombrar los 
genes que codifican para una proteína con letras minúsculas (ejemplo: ppo) y con letras 
mayúsculas el producto de dicho gen (ejemplo PPO), siempre que el gen y su producto (la proteína 
codificada) presenten la misma terminología. Los plásmidos utilizados para el clonado de 
secuencias se denotan con una “p” minúscula (ejemplo: p-GEM easy vector II). 
 
Durante la redacción del texto nos hemos apoyado en numerosas referencias 
bibliográficas. Cuando existe más de una cita al final de una frase, estas se enumeran por orden 
cronológico. Cuando se citan varios autores que corresponden al mismo año de publicación, su 
orden dentro del texto se incluirá por orden alfabético según el apellido de los autores. En el caso 
de que exista más de una cita de un mismo autor y en el mismo año, se denotará con una letra 
después del año de publicación (ejemplo: Görg y col., 1988a y b). 
 
La numeración de tablas y figuras se ha realizado de forma que el lector pueda identificar 
rápidamente el capítulo a que corresponde (ejemplo Tabla 3.1 significa que es la primera tabla del 
capítulo 3). 
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afectado por podredumbre apical (figuras 4, 5 y 6). Geles 1 y 4 corresponden a 
extractos protéicos E1 (sobrenadante de 20000 × g). Geles 2 y 5 corresponden a 
extractos protéicos E2 uti lizando detergente Triton X-114 para solubil izar proteínas 
de las fracciones membranosas. Geles 3 y 6 corresponden a extractos protéicos 
E2 utilizando detergente Triton X-100. 
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huellas peptídicas de dos muestras (sa5 y sc9) que corresponden a puntos 
(proteínas) recortados de geles bidimensionales de fruto de tomate afectado por 
podredumbre apical (PA1 y PA2 respectivamente). Para la obtención de la huella 
peptídica es necesario procesar los datos obtenidos con MALDI-TOF con el 
programa Data Explorer versión 4.0 -Applied Biosystems-, que permite realizar una 
calibración manual (MC) de los datos utilizando los picos procedentes de la 
autodigestión de tripsina (*) como referencia, corrección de la línea base (AdvBC), 
filtrado de ruido (NF) y deisotopización (DI). Las dos muestras analizadas, a pesar 
de que no presentan el mismo número de picos de masa/carga y presentan 
intensidades relativas diferentes, han podido ser identificadas como superóxido 
dismutasa (SOD) de tomate. Los valores en rojo son las masa/carga (m/z) 
obtenidas para cada uno de los fragmentos peptídicos obtenidos a partir de una 
proteína, ionizada y detectada con MALDI-TOF. Los ejes de ordenadas 
representan la intensidad absoluta (derecha) y normalizada en porcentaje 
(izquierda) obtenida por cada uno de los péptidos, que se denotan por una barra 
vertical de color azul. 
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Figura 4.6: 
programa informático MS-FIT utilizado para identificación de proteínas. El 
programa permite la introducción de un listado de masas obtenido mediante 
MALDI-TOF (área de pegado de datos) y la elección de una serie de 
modificaciones fijas (carbamidometilación de los residuos de cisteina) y variables 
(oxidación de la metionina) introducidas durante el procesamiento de nuestras 
muestras, así como la elección de la endoproteasa utilizada para la digestión 
(tripsina). Este programa también permite la acotación de la búsqueda mediante la 




pantalla de resultados de MS-FIT una vez finalizada la búsqueda y la comparación 
de los listados de masas con las proteínas descritas en las bases de datos -
utilizando el algoritmo MOWSE-. El programa muestra una lista de las posibles 
proteínas que pueden corresponder a la identificación de la proteína problema -
descripción de la proteína y probabilidad asociada (score, peptides matched, 
sequence coverage), así como hipervínculos con el número de acceso (accession 
number) que corresponde a la proteína en las bases de datos. 
107 
Figura 4.8: 
perfi les de extractos de proteínas (E2) obtenidos de muestras de tomate Italian 
Hungarian Paste a partir de tejido control (izquierda) y afectados por podredumbre 
apical (PA1 -centro- y PA2 -derecha-), incluyendo identificaciones de las proteínas 
que contienen. En el gel control hemos señalado tres regiones con un recuadro 
azul (R1, R2 y R3) donde se incluyen las diferencias en los niveles de expresión 
más importantes. 
115 
Figura 4.9: detalle de la región R1 e identificaciones obtenidas. 117 
Figura 4.10: 
formación de un hidroperóxido lipídico y del correspondiente trans-alquenal 
mediante reacciones no enzimáticas. Los hidroperóxidos lipídicos y los trans-
alquenales son compuestos tóxicos para la célula que pueden ser eliminados 
mediante mecanismos catalíticos con intervención de GPX, TPX y QOR. 
118 
Figura 4.11: 
detalle de la región R2, identificaciones. Dentro de la región R2 hemos señalado 
tres áreas de interés (R2A, R2B y R2C). 119 
Figura 4.12: 
región R2A. Representación tridimensional de niveles de expresión. Tomando 
CPN21 como referencia de expresión constitutiva, DHAR, GPX y TPX muestran 
sobreexpresión en PA2. Los niveles de DHAR en PA1 han descendido 
considerablemente, mientras que aparece GST. Los niveles de TIM son 
indetectables en sanos, pero se incrementan en afectados (PA1 o PA2). 
120 
Figura 4.13: 
región R2B. Representación tridimensional de niveles de expresión. PPasa está 
más representada en PA2 y FK se muestra diferencialmente en PA2 respecto de 
las demás muestras. 
120 
Figura 4.14: 
región R2C. Representación tridimensional de niveles de expresión. Respecto de 
las CPN21 que tienen una expresión constitutiva en los tres tejidos estudiados, 
IN2-1a está especialmente elevado en PA2, mientras IN2-1b elevada en PA1. 
121 
Figura 4.15: 
detalle de la región R3. Representación tridimensional (izquierda) 
correspondientes a regiones de geles bidimensionales (derecha) de tejidos de 
tomate Italian Hungarian Paste (CONTROL, PA1 y PA2 -arriba, centro, abajo-). 
122 





ciclo ascorbato-glutatión. En la figura se pueden observar los diferentes 
compuestos que intervienen en este ciclo, como son ácido ascórbico (ASC), 
glutatión reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG), monodehidroascorbato 
(MDA), dehidroascorbato (DHA), radical superóxido (O2
-); tocoferol (vitamina E) 
(VIT-E OH); peroxido de hidrógeno (H2O2); radical cromanoxil (VIT-E O
+); radicales 
de peróxidos lipídicos (P-LIPID-OO-); hidroperóxidos lipídicos (P-LIPID-OOH). 
También se pueden observar diferentes enzimas que intervienen (en color rojo): 
ascorbato peroxidasa (APX), superóxido dismutasa (SOD), monodehidroascorbato 
reductasa (MDAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), fosfolípido hidroperóxido 




esquema del metabolismo de carbohidratos en una célula vegetal. Las enzimas 
identificadas en los geles bidimensionales se muestran en rojo. La rama oxidativa 
de la ruta de las pentosas fosfato genera poder reductor en forma de NADPH. 
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ABREVIATURAS      Juan Casado Vel a 
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LISTADO DE ABREVIATURAS UTILIZADAS 
 
 A continuación se presenta una lista con las abreviaturas que aparecen 
durante la redacción de este trabajo. Los caracteres entre paréntesis se utilizan 
para indicar la formación del plural del término (ejemplo: PPO(s) significa que en el 
texto podemos encontrar PPO como abreviatura de polifenol oxidasa, o bien, 
PPOs para nombrar a la familia de las polifenol oxidasas). Los términos entre 
paréntesis también se utilizan para indicar modificaciones de un compuesto 
(ejemplo: (d)dNTP significa (di)desoxinucleótidos. Esta lista de abreviaturas no 
contiene los símbolos de elementos contenidos en la tabla periódica de los 
elementos, a pesar de que aparecen con frecuencia durante la redacción del texto 
(ejemplo: Cu significa cobre). Se han utilizado las abreviaturas DNA y RNA para 
denominar al ácido desoxirribonucleico y ribonucleico respectivamente. 
 
2-DE electroforesis bidimensional (two Dimensional Electrophoresis) 
4MC 4-metil catecol 
ADP / ATP adenosina di-fosfato / adenosina tri-fosfato 
AEBSF 4-(2-aminoetil)bencenosulfonil fluoruro 
ALH 2-alquenal hidrogenasa 
API ionización a presión atmosférica (atmospheric pressure ionization) 
APS perox odisulfato amónico (Ammonium Peroxodi-Sulfate) 
BER podredumbre apical (Blossom-End Rot) 
BSA albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 
C12E9 poli-(9)-ox ietilen etil éter 
cDNA ácido desoxirribonucleico complementario 
CHN 26 kDa endoquitinasa   
CMC concentración micelar crítica 
CPN21 chaperonina 20 kDa  
cv. cultiv ar 
CTAB bromuro de cetil-trimetil-amonio 
(k)Da (Kilo)Dalton 
DEDTC ácido dietil ditiocarbámico 
DHAR dehidroascorbato reductasa 1 GSH-dependiente  
DEPC dietil pirocarbonato 
DIP-1 peptidasa  
DLH dienolactona hidrolasa  
(c)DNA ácido desoxirribonucleico (complementario) 
DNAsa desox irribonucleasa 
(d)dNTP (di)desox inucleótidos tri-fosfato 
DMSO dimetil sulfóx ido 
DTE ditioeritri trol 
DTT ditiotrei tol 
EDTA ácido etilen diamino tetracético 
ESI electron esprai (Electro spray ionization) 
ESTs secuencias expresadas (Expressed Sequece Tags) 
EtBr bromuro de etidio 
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FK fructoquinasa  
GAPDH glutaraldehido fosfo-deshidrogenasa 
GPX(s) glutatión perox idasa(s)  
GSH glutatión reducido 
GSSG glutatión ox idado 
GST(s) glutatión S-transferasa(s)  
Ha Hectáreas 
IAA ácido indolacético 
IAM iodoacetamida 
IEF isoelectroenfoque (Isoelectrofocusing) 
IN2-1 glutatión transferasa  
IPG  gradiente inmov ilizado de pH (immobilized pH gradient)  
Kact constante de activ ación  
Ksi constante de inhibición por substrato 
LC/MS-MS cromatografía líquida y espectrometría de masas en tándem 
L-DOPA L-β -3, 4-dihidrox ifenilalanina 
MALDI ionización de muestras por láser (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) 
MDH NADH-dependiente malato deshidrogenasa  
meq miliequiv alentes 
MPC concentrador magnético (Magnetic Particle Concentrador) 
MW peso molecular (Molecular Weight) 
m/z ratio masa/carga 
NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleósido (fosfato) 
nm nanometros  
OEE2 subunidad de 23 kDa del  fotosistema II (Oxygen-evolving enhancer protein 2) 
PA podredumbre apical 
PAGE electroforesis en gel de acrilamida (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 
PAL fenil amonio liasa (Phenyl ammonia lyase) 
pb pares de bases (longitud de una cadena de ácidos nucleicos) 
PCR reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 
PEG polietilenglicol 
pI punto isoeléctrico (isoelectric point) 
PM peso molecular (también MW) 
POD perox idasa 
PPasa pirofosfatasa inorgánica  
Ppi pirofosfato inorgánico 
PPO(s) polifenol ox idasa(s) 
PR proteínas de resistencia 
PTM modificaciones post-traduccionales (Post Translational Modifications) 
PVPP poliv inil polipirrolidona 
Qm quintales métricos 
QOR quinona ox idorreductasa  
RNA(m) ácido ribonucleico (mensajero) 
RNAsa ribonucleasa 
RPI ribosa-5-fosfato isomerasa  
rpm rev oluciones por minuto 
RT retro transcripción de RNA a cDNA 
SDS dodecil sulfato sódico (sodium dodecyl sulfate) 
SOD(s) superóx ido dismutasa(s) (Cu-Zn)  
Taq Termophilus aquaticus 
TBC 4- tert-butil catecol 
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TBE Tris, ácido bórico y EDTA 
TCA ácido tricloroacético 
TDH treonina deshidratasa  
TEMED N, N, N ,´ N´-tetrametil- etilendiamina 
TIM triosa fosfato isomerasa, citosólica  
Tm temperatura de anillamiento (Melting Temperature) 
TMV v irus del mosaico del tomate (Tomato Mosaic Virus) 
TOF tiempo de v uelo en el tubo separador de MALDI (Time Of Flight) 
TPX tiorredox in peroxidasa I  
Tris 2-amino-2 (hidrox imetil)-1, 3-propanodiol 
Tth Termus thermophilus 
TX-100 Triton X-100, Poli-(7, 8)-oxietilen p-t-octil-fenol 
TX-114 Triton X-114, Poli-(7, 8)-oxietilen p-t-octil-fenol 
UDP / UTP uridina di-fosfato / uridina tri-fosfato 
UDPGP UDP-glucosa pirofosforilasa  
UV ultrav ioleta 
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1.- INTRODUCCIÓN GENERAL:  
 
El fenómeno de pardeamiento de frutos y vegetales durante el crecimiento, 
recogida y almacenamiento, así como de sus derivados y productos procesados 
(zumos, extractos...) es un problema de primera magnitud en la industria 
alimentaria (Joslin y Ponting, 1951; Albu-Yaron y col., 1993; Almeida y Nogueira, 
1995). En general, este fenómeno se reconoce como una de las principales 
causas de pérdida de calidad y valor comercial. Este pardeamiento puede producir 
cambios importantes tanto en la apariencia (coloración oscura) como en las 
propiedades organolépticas de vegetales comestibles (Mayer, 1987). Además, el 
fenómeno de pardeamiento suele ir asociado al desprendimiento de olores y 
deterioro del valor nutricional (Amiot y col., 1992; Chen y col., 2000). El estudio de 
los factores que provocan el pardeamiento de frutos y hortalizas destinadas al 
consumo humano ha centrado la atención de numerosos investigadores en la 
actividad de enzimas involucradas en estos procesos fisiológicos y, sobre todo, de 
la polifenol oxidasa (PPO), que ha sido identificada como la principal responsable 
del pardeamiento detectado en diversos tejidos vegetales. Numerosos esfuerzos 
se han dedicado a prevenir o disminuir la actividad PPO en vegetales y frutos, 
especialmente durante su procesamiento post-cosecha (Lee y Whitaker, 1995). 
Sin embargo, estos estudios se han visto dificultados por las características 
intrínsecas de los materiales biológicos de partida, con concentraciones elevadas 
de fenoles y, en muchos casos, una actividad polifenol oxidasa elevada que 
provoca un pardeamiento rápido de los extractos y homogenados que dificulta la 
purificación, estudio cinético y caracterización de la actividad polifenol oxidasa de 
diferentes fuentes vegetales (Matheis, 1984).  
 
Diferentes partes de la planta de tomate (Lycopersicon esculentum  M.) se 
utilizan con frecuencia como modelo en estudios relacionados con la biología de 
las plantas (Meissner y col., 1997; Birkenmeier y Clarence, 1998). El conocimiento 
detallado disponible sobre secuencias genéticas que codifican para PPOs de 
tomate indica que es posible encontrar hasta seis isoenzimas diferentes. Todas 
ellas presentan secuencias señalizadoras de transporte al cloroplasto y, en 
concreto, a la membrana de los tilacoides (Mayer, 1987; Newman y col., 1993; 
Sommer y col., 1994, Murata y col., 1997; Yu, 1992; Koussevitzky y col., 1998). 
 
 El conocimiento sobre la función de la enzima sigue siendo muy superficial, 
especialmente en frutos. La falta de un protocolo de extracción preparativa y 
medida de actividad PPO adecuado explica la carencia de información acerca de 
la función de las polifenol oxidasas en frutos de tomate. En este trabajo se 
abordará la puesta a punto de un método de extracción y purificación parcial de 
PPO, medida de actividad polifenol oxidasa y caracterización cinética utilizando 
como modelo frutos de tomate de diferentes variedades. Este trabajo de 
investigación establece la posible correlación de la actividad polifenol oxidasa con 
la aparición de una fisiopatía abiótica denominada podredumbre apical, 
caracterizada por la destrucción de tejido y aparición de necrosis en frutos de 
























Figura 1.1: frutos de tomate afectados por podredumbre apical (Blossom-end rot). 
Esta fisiopatía, originada por un aporte insuficiente de calcio, se caracteriza por la 
aparición de necrosis y ruptura de tejidos en el ápice (parte distal) de los frutos 
afectados y que puede llegar a afectar incluso a la mitad de su volumen. 
 
 
Además, la disponibilidad de información de secuencias de nucleótidos que 
codifican para proteínas presentes en diferentes tejidos de plantas de tomate en 
bases de datos, junto con la aplicación de técnicas proteómicas (electroforesis 
bidimensional y espectrometría de masas) nos ha permitido identificar proteínas 
cuyos niveles de expresión se ven afectados como consecuencia de la aparición 
de podredumbre apical. 
 
2.- CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA E IMPORTANCIA ECONÓMICA DEL 
CULTIVO DEL TOMATE: 
 
Taxonómicamente, el tomate pertenece a la familia de las solanáceas  
(Solanaceae), y su nombre científico es Lycopersicon esculentum (Taylor, 1986). 
Se trata de uno de los cultivos de mayor interés comercial a escala global. 
Comparados con otros vegetales, sus frutos son menos perecederos y más 
resistentes a daños producidos durante el transporte y tiene un amplio abanico de 
derivados alimenticios, debido a sus excelentes cualidades organolépticas y 
elevado valor nutricional. Es una planta cultivada normalmente como anual sobre 
diferentes tipos de suelo y bajo la influencia de climas muy diferentes, aunque el 
desarrollo de técnicas de cultivo en invernadero y riego hidropónico ha favorecido 
su producción continuada a lo largo de todo el año. El cultivo del tomate fue 
introducido en Europa poco después del descubrimiento del continente americano. 
Desde entonces, la aparición de nuevas variedades mediante cruzamiento de 
cultivares y mejora genética clásica ha sido frecuente. Es por esta razón que es 
posible encontrar una gran dispersión genética de esta especie, con un elevado 
número de variedades adaptadas a diferentes condiciones de cultivo. Su alto 
contenido en vitaminas y su elevado contenido en nutrientes y carotenos hacen 
del fruto del tomate una hortaliza habitualmente incorporada en la dieta humana. 
Se ha convertido en un cultivo de un enorme valor económico, tanto por la 
facilidad de su cultivo como por su versatilidad de uso en consumo como vegetal 
fresco o procesado (Aldanondo, 1995). Según la Organización para la Agricultura 
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y Alimentación de Naciones Unidas (F. A. O.), la superficie mundial del tomate 
fresco y de transformación en 1999 fue de más de tres millones de hectáreas, con 
una producción de 95 millones de toneladas y un rendimiento de 269 Qm/Ha. El 
tomate se ha convertido en la principal hortaliza cultivada en el territorio nacional y 
ocupa la primera posición entre los vegetales más exportados al resto de países 
europeos. La región de sureste peninsular concentra el 73% de la producción 
(Aldanondo, 1995). La importancia comercial e interés agronómico, la posibilidad 
de establecer un sistema de cultivo hidropónico y la existencia de una gran 
cantidad de información genética en forma de bases de datos hacen de la 
utilización del tomate un modelo experimental idóneo como material de partida 
para abordar nuestro trabajo desde diferentes puntos de vista (enzimológico, 
molecular y proteómico). El estudio de las proteínas y enzimas implicados en la 
aparición de una fisiopatía como es la podredumbre apical, donde tienen lugar 
procesos de pardeamiento y degradación de tejidos, puede suponer el 
asentamiento de las bases para investigar la aparición de fenómenos similares en 
otros vegetales. 
 
3.- LA PODREDUMBRE APICAL DE TOMATE. DESCRIPCIÓN Y 
ANTECEDENTES: 
 
La fisiopatía denominada podredumbre apical (Blossom-end rot) de tomate 
fue identificada y descrita por primera vez como desorden fisiológico en 1986 por 
Selby. Desde entonces, numerosos trabajos de investigación se han dedicado a 
estudiar este fenómeno, ya que es responsable de cuantiosas pérdidas 
económicas, sobre todo en variedades que son altamente susceptibles a la 
aparición de esta fisiopatía. Su aparición se atribuye a alteraciones en los 
procesos de absorción y transporte de calcio desde las raíces a los frutos, 
concretamente en su parte distal (Armstrong y Kirdby, 1979). Este hecho se ha 
podido demostrar induciendo la aparición de esta fisiopatía retringiendo el 
contenido de sales de calcio en la disolución nutritiva del suelo o bien mediante 
experimentos utilizando cultivo hidropónico (De Kreij, 1996). También se ha podido 
correlacionar la mayor incidencia de esta fisiopatía con otros factores que afectan 
directa o indirectamente a la absorción y transporte de calcio en la planta, como 
son el incremento de la salinidad del suelo o de la disolución nutricional (en el 
caso de cultivo hidropónico), condiciones de estrés hídrico o proporciones 
inadecuadas de nutrientes en la disolución nutritiva, falta de aireación de las raices 
y otros factores abióticos (Bangerth, 1979; Banuelos y col., 1985; Adams y Ho, 
1993). El porcentaje de frutos de tomate afectados por esta fisiopatía se intensifica 
en condiciones de cultivo forzado en invernaderos, donde los requerimientos de 
calcio por parte de los frutos (como principales sumideros de elementos 
nutricionales durante la etapa de crecimiento celular rápido) aumentan por unidad 
de área y de tiempo (Franco y col., 1994; Saure, 2001). 
 
Situaciones de déficit de calcio provocan una pérdida de integridad de las 
membranas y paredes celulares que conforman el tejido de los frutos (Siddiqui y 
Bangerth, 1995). Este hecho provoca la ruptura de las paredes celulares que 
conforman las células de los tejidos e induce la mezcla de los componentes 
citosólicos y de los contenidos de los diferentes compartimentos celulares. Estos 
acontecimientos a nivel celular se manifiestan de forma macroscópica en una 
pérdida de turgencia en las partes apicales de los frutos y que avanza en forma de 
círculos concéntricos, sobre todo en la etapa de crecimiento rápido de las células 
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que componen los tejidos de los frutos de tomate jóvenes, seguido de un 
ennegrecimiento (necrosis) de los tejidos afectados. La aparición de estos 
síntomas constituyen la fisiopatía que se denomina podredumbre apical (Paiva y 
col., 1998a y b; Caines y Shennan, 1999a y b). La podredumbre apical se detecta 
visualmente en primer lugar en forma de pequeñas lesiones o depresiones por 
debajo de la superficie del fruto en la zona distal. Estas depresiones van 
adquiriendo un aspecto desagregado y de una coloración verde oscura. Estas 
manchas evolucionan rápidamente en un periodo de tiempo que abarca alrededor 
de una semana (de 12 a 15 días post-antesis), encogiendo y formando 
depresiones necrotizadas de aspecto marrón o negro (Saure, 2001). Este periodo 
coincide con la etapa de crecimiento celular rápido, en el que las células del fruto 
reducen la tasa de división y aumentan su tamaño. Los síntomas típicos de esta 
fisiopatía son, por lo tanto, el pardeamiento y necrosis de las zonas apicales de 
frutos, tal y como se observa en la figura 1.1.  
 
El aumento de la demanda de calcio para la síntesis de la pared celular, 
como resultado de una rápida expansión celular debida a un importe elevado de 
sacarosa al fruto, parece inducir el desarrollo de podredumbre apical en frutos de 
tomate (Amiot y col., 1995; Ho y col., 1999). La aparición de podredumbre apical 
en tomates tiene, además, un componente genético (Greenleaf y Adams, 1969; 
English y Baker, 1983). La eficiencia en la utilización de calcio varía dependiendo 
de la línea genética, tanto si se trata de su toma a través de la raíz como en su 
distribución interna a través de la planta (Amiot y col., 1995). Este hecho permite la 
selección de variedades con una susceptibilidad menor frente a la aparición de 
estas alteraciones del desarrollo en los frutos que degeneran y pierden su valor 
económico (Giordano y col., 1982; Li y Gabelman, 1990). Sin embargo, esto último 
permite la elección de variedades altamente susceptibles a la aparición de 
podredumbre apical para su utilización como modelo de estudio para este trabajo.  
 
Para la obtención de resultados hemos utilizado una batería de  variedades 
de tomate tradicionalmente cultivadas por su calidad y características 
organolépticas. La optimización de protocolos de extracción y caracterización 
cinética la hemos llevado a cabo con una variedad de interés local, cultivada y 
ampliamente comercializada en la provincia de Alicante denominada Muchamiel 
(figura 1.2). Además de su interés como cultivo local, se trata de una variedad con 
actividad polifenol oxidasa relativamente elevada en comparación con otras 
variedades analizadas, hecho que facilita su extracción, purificación y 
caracterización. Para la aproximación al estudio mediante técnicas de biología 
molecular y estudio proteómico hemos utilizado una variedad altamente 
susceptible a la aparición de podredumbre apical denominada Italian Hungarian 
Paste (figura 1.2). 
 





Figura 1.2: frutos de tomate con 10 días de desarrollo post-antesis. Cultivar 
Muchamiel (izquierda) y variedad Italian Hungarian Paste (derecha). 
 
4.- POLIFENOL OXIDASAS Y FENOLES EN PLANTAS:  
 
 El crecimiento de los vegetales en general y el rendimiento y producción de 
las cosechas de plantas de interés agrícola en particular dependen de una gran 
variedad de factores como el estatus nutricional, funcionamiento correcto de todos 
los mecanismos bioquímicos y funciones celulares... La alteración de alguno de 
esos factores por encima de niveles que las plantas no pueden tolerar (para poder 
permanecer en estado de homeostasis) desemboca en lo que generalmente se 
denomina condición de estrés. En este trabajo hemos profundizado en los 
mecanismos moleculares y bioquímicos que dan lugar a la aparición de la 
fisiopatía denominada podredumbre apical (Blossom-end rot -BER-) en frutos de 
tomate. Esta fisiopatía surge como consecuencia a un tipo de estrés nutricional, 
concretamente por déficit de calcio en la disolución nutritiva (Dekock y col., 1979, 
Paiva y col., 1998a y b, Saikia y col., 1999). Nosotros utilizaremos como modelo 
de estudio diferentes variedades de tomate de interés comercial y variedades 
altamente susceptibles a la aparición de podredumbre apical para el estudio de las 
proteínas implicadas en el desarrollo de este desorden fisiológico. Dado que esta 
fisiopatía se manifiesta como un pardeamiento de tejido en las áreas apicales de 
frutos de tomate, en este capítulo prestaremos especial atención a la enzima 
polifenol oxidasa (PPO).  
 
4.1.- Distribución, localización y función biológica: 
 
La polifenol oxidasa (PPO) es una metaloenzima ampliamente distribuida 
en la escala filogenética, encontrándose tanto en organismos procariotas como en 
eucariotas. Se trata de una enzima ampliamente distribuida en el reino vegetal, 
siendo detectada en algas, briófitas, pteridófitas, gimnospermas y angiospermas 
(Mayer y Harel, 1979).  
 
Estudios clásicos de PPO localizaban a la enzima en la fracción soluble de 
las células o bien fuertemente unida a membranas subcelulares (Mayer y Harel, 
1979). Esta localización, sin embargo, es provocada en algunos casos por el 
método de extracción. A pesar de los posibles artefactos la mayoría de las 
polifenol oxidasas vegetales se encuentran unidas a membranas, principalmente a 
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las membranas tilacoidales del cloroplasto (Tolbert, 1973). Estos estudios sugerían 
que el tipo de unión de la enzima a la membrana depende del tejido y del estado 
de desarrollo de la planta. En la mayoría de los casos hacen falta tratamientos 
enérgicos para su solubilización que pueden alterar la estructura y/o la 
conformación de la enzima provocando el paso de su forma inactiva o latente a su 
forma activa (Mayer, 1987). Estudios más recientes han mostrado que algunas 
isoenzimas de PPO en tomate presentan en su secuencia de aminoácidos 
carboxilo terminal dominios hidrofóbicos que podrían actuar como anclaje a 
membranas (Newman y col., 1993). 
 
A escala celular, las PPOs vegetales son proteínas codificadas por el 
núcleo (Lax y col., 1984; Kowalski y col., 1990). La localización concreta de las 
PPO de plantas superiores es en las membranas tilacoidales (Mayer, 1987, 
Vaughn y col., 1988; Kowalski y col., 1992), aunque existen trabajos que apoyan la 
idea de la existencia de algunas PPOs vegetales en forma soluble en el lumen de 
los tilacoides (Sommer y col., 1994; Murata y col., 1997), sin embargo, este hecho 
puede tratarse de un artefacto producido por los métodos de extracción.  
 
Las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de las secuencias de 
nucleótidos de cDNA de PPO de tomate (Newman y col., 1993; Hunt y col., 1993), 
haba (Cary y col., 1992) y espinaca (Hind y col., 1995) muestran que la enzima 
PPO presenta un péptido señal de transporte al cloroplasto y, en concreto, a 
tilacoides (Keegstra y Froeehlich, 1999, Keegstra y Cline, 1999). Por otra parte, 
también se han obtenido evidencias de la presencia mayoritaria de PPO en 
tilacoides mediante ensayos inmunohistoquímicos en manzana (Murata y col., 
1997). Estudios realizados por Sommer y col. (1994) con cloroplastos aislados, 
demuestran que el proceso de transporte al cloroplasto de los polipéptidos PPO 
resultantes de la traducción en el citosol se lleva a cabo en dos pasos. Un primer 
paso implica el transporte hacia el estroma y posteriormente un segundo paso de 
transporte a los tilacoides. En este tránsito el péptido señal es eliminado por una 
peptidasa cloroplástica específica (Koussevitzky y col., 1998). Este proceso de 
transporte al cloroplasto de enzimas cuya secuencia codificante se encuentra en el 
núcleo concuerda con el descrito para otras proteínas del cloroplasto (De Boer y 
Weisbeek, 1991). Se trata de un proceso dependiente de ATP, pero no del 
potencial de membrana. Además está influenciado por el estadio de desarrollo de 
los cloroplastos diana. El trasporte de PPO está fuertemente inhibido por la 
presencia de pequeñas concentraciones de cobre, lo cual sugiere que la proteína 
debe transportarse en su forma desplegada. Este suceso también indica que el 
dominio de unión a cobre tiene una fuerte avidez por este metal. (Sommer y col., 
1994). A pesar de esta fuerte unión del sitio activo por el cobre, los procesos de 
homogeneización de tejidos y de extracción enzimática para estudios de actividad 
PPO en vegetales pueden provocar la pérdida de este metal de su lugar 
correspondiente en la enzima, provocando pérdida de actividad que a veces 
puede ser recuperada mediante incubación con sales de cobre (Mari y col., 1998).  
 
Estudios realizados sobre la expresión espacial y temporal de PPO en 
tomate mediante la utilización de sondas de RNA marcadas que hibridan con la 
región 3' no traducida muestran que PPO B, E y F son las más abundantes, sobre 
todo en hojas jóvenes e inflorescencias, mientras que su presencia disminuye en 
hojas viejas. Los niveles de PPO A, C y D han sido particularmente bajos en todos 
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los tejidos analizados (hojas jóvenes, hojas viejas, tallos, raíces, yemas florales y 
frutos) (Thipyapong y Steffens, 1997). 
 
La función de la polifenol oxidasa en numerosos vegetales es todavía un 
enigma sin solucionar (Lee y Whitaker, 1995). Se han sugerido para ella distintas 
funciones, como la participación en la síntesis de componentes de la pared celular 
y ligninas, participación en la cadena de transporte electrónico de la membrana de 
los tilacoides (Mayer y Harel, 1979) y reguladora de la síntesis hormonas 
vegetales como el ácido indolacético. La función más ampliamente aceptada es su 
participación en la defensa de las plantas. Una lesión, corte o infección en un 
tejido vegetal produce la mezcla de la enzima con sus substratos fenólicos (que 
hasta ese momento estaban confinados en vacuolas y en otros compartimentos 
celulares), dando lugar a la formación de o-quinonas. Estas pueden unirse a 
proteínas inactivándolas o bien pueden polimerizar dando lugar a melaninas, que 
oscurecen o pardean la zona afectada haciéndola poco accesible para patógenos 
oportunistas e invasiones bióticas.  
 
Determinados tejidos pueden experimentar aumentos localizados de PPO 
como consecuencia de ataques de insectos y herbivoría, que provocan aumentos 
en los niveles de hormonas como el metil-jasmonato y péptidos señal como la 
sistemina que actúan sobre los mecanismos de regulación de la expresión de PPO 
aumentando su concentración en los tejidos afectados (Constabel y col., 2002; 
Czapski y Saniewski, 1988). También se ha demostrado que en tomate, la 
expresión de PPOF es la más inducida como respuesta a daños físicos y 
mecánicos (Thipyapong y Steffens, 1997). También se ha demostrado que 
algunas especies vegetales presentan una intensa actividad PPO en tricomas, con 
una función de defensa frente a insectos, (Kowalski y col., 1990; Kowalski y col., 
1992). Técnicas de inmunoprecipitación con oro coloidal han permitido demostrar 
que la localización de PPO en aquellos tejidos con escasa o nula presencia de 
cloroplastos es en células del parénquima denominadas idioblastos, que además 
acumulan cantidades elevadas de fenoles (Thipyapong y Steffens, 1997).  
 
4.2.- Características moleculares de la PPO de tomate:  
 
Las PPO en tomate son codificadas por una familia multigénica, formada 
por siete genes diferentes que dan lugar a seis isoenzimas (A/A', B, C, D, E, F) 
agrupados en un único locus de 165 kilobases en el cromosoma 8 (Newman y col., 
1993). Esta familia de genes, tal y como se ha descrito en otras familias génicas, 
parece haber surgido de la duplicación de un gen ancestral único mediante 
fenómenos de entrecruzamiento (Maeda y Smithies, 1986). Las secuencias de 
nucleótidos que codifican para PPO en tomate carecen de intrones. Todas las 
PPO de tomate presentan dos regiones de unión a átomos de cobre que son 
fundamentales para desempeñar la función catalítica y que se encuentran 
altamente conservados en toda la escala filogenética. Todos los precursores de 
PPO presentan un péptido señal de transporte al cloroplasto en la zona N-
terminal. En la tabla 1.1 se muestran algunas propiedades moleculares de cada 
una de las PPOs de tomate en su forma de precursor y madura. 
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Tabla 1.1: peso molecular de precursores y proteínas maduras de PPO de 
tomate 
Precursor Proteína madura Péptido señal Gen Acceso 
MW* (kDa) MW (kDa) pI* aminoácidos* MW (kDa) pI aminoácidos 
A/A’ Q08303 70.6 61.6 6.63 88-630 9.0 9.57 1-87 
B Q08304 67.2 58.1 6.04 88-596 9.1 9.92 1-87 
C Q08305 70.3 61.6 5.87 84-626 8.7 9.73 1-83 
D Q08306 66.5 57.8 6.04 84-591 8.7 9.73 1-83 
E Q08307 66.2 57.1 6.88 88-587 9.1 9.89 1-87 
F Q08296 66.1 57.0 5.84 87-585 9.1 9.59 1-86 
* Cálculo de peso molecular (MW), punto isoeléctrico y número de aminoácidos según las secuencias y 
programas contenidos en EXPASY Molecular Biology Server (Wilkins y col., 1999).  
Aunque habían sido descritas con anterioridad diferentes formas activas de 
polifenol oxidasa en tomate (Lanker y col., 1987; Steffens y col., 1990), la 
descripción posterior de las diferentes secuencias que codifican para las diferentes 
isoenzimas en tomate (Newman y col., 1993) y del mecanismo de transporte a los 
cloroplastos (Sommer y col., 1994) han puesto de manifiesto que muchas de las 
formas descritas previamente son diferentes precursores no maduros de las 
enzimas o bien artefactos de los protocolos de extracción empleados. Además, 
reacciones secundarias con los productos de la PPO, las quinonas, pueden 
producir desnaturalización, modificaciones estructurales y degradación enzimática 
y por lo tanto variaciones en el tamaño de las proteínas maduras (Harel y col., 
1973; Robinson y Dry, 1992). Además, algunas formas de PPO pueden existir de 
forma latente en el entorno celular y ser activadas mediante proteolisis parcial 
(Tolbert, 1973; Mayer y Harel, 1979; Mayer, 1987). Por lo tanto, diferencias en el 
tamaño aparente y localización de PPO puede ser el resultado de la reacción con 
los productos de oxidación de sustratos fenólicos o bien de digestión proteolítica 
parcial de la enzima.  
 
Tres formas de PPO de tomate (A, A´ y C) presentan una región hidrofóbica 
en el extremo carboxilo terminal que, potencialmente, pueden servir como anclaje 
a membranas plastídicas. Las otras cuatro formas restantes (B, D, E y F) carecen 
de secuencias que codifiquen para dominios peptídicos hidrofóbicos. (Newman y 
col., 1993) (figura 1.3).  





Figura 1.3: índices hidropáticos según Kyte y Doolittle (1982) de las seis secuencias que codifican 
para PPO de tomate. En la figura también se encuentran señaladas las regiones correspondientes 
al péptido señal de transporte al tilacoide (Trans) y dominios de unión de cobre (CuA y CuB). 
Newman y col., 1993. 
 
Las diferentes enzimas polifenol oxidasa de vegetales presentan una gran 
similitud, tanto en la secuencia de nucleótidos como atendiendo a criterio 
inmunológicos (Haruta y col., 1999). Aunque las secuencias que codifican para 
PPO están altamente conservadas con grados de homología comprendidos entre 
el 70 y el 96%, las regiones 5' y 3´ no traducidas de algunas PPO son altamente 
divergentes, lo cual sugiere la existencia de diferentes mecanismos de regulación 
o a la existencia de funciones fisiológicas muy diferentes (Newman y col., 1993) tal 
como se muestra en la tabla 1.2.  
 




Tabla 1.2: nivel de homología (%) entre secuencias de PPO de tomate. 









E/F 60 91 88 80 
E/B 0 73 70 0 
E/D 0 72 66 0 
E/A-A´ 0 70 64 0 
É/C 0 70 64 0 
F/B 39 72 68 46 
F/D 0 72 65 0 
F/A-A´ 41 70 64 0 
F/C 0 70 63 0 
B/D 47 82 78 44 
B/A-A´ 47 80 74 86 
B/C 47 80 74 86 
D/A-A´ 55 81 77 69 
D/C 100 86 82 69 
A/C 55 96 95 100 
1 Región 5´no traducida. Comprende los residuos -150 a -1 desde el codón de iniciación 
2 Región de DNA codificante. Comprende desde el codón de iniciación al codón de terminación. 
3 Secuencia de aminoácidos traducida de la región codificante 2. 
4 Región 3´no traducida. Comprende desde el codón de terminación a la secuencia AATAAA o 
secuencia poliadenilada del RNAm. 
 
 
La determinación del peso molecular y la estructura cuaternaria de la 
enzima PPO en plantas superiores resulta problemática debido a la existencia de 
múltiples formas que son el resultado de fenómenos de asociación-disociación, 
interconversión e incluso transformación de unas formas enzimáticas en otras 
durante la maduración (Harel y col., 1973) o bien a modificaciones sufridas durante 
los procesos de extracción (Mayer y Harel, 1979). Existe, por lo tanto, un amplio 
rango de pesos moleculares encontrados para polifenol oxidasas de diferentes 
tejidos vegetales que oscila entre 10000-130000 Dalton, siendo 60000 el valor 
aproximado de peso molecular más frecuente (Chazarra y col., 2001; Lee y 
Whitaker, 1995). Algunos autores, sin embargo, presentan evidencias de 
estructuras conformadas por la unión de varias subunidades formando multímeros. 
En champiñón, la PPO forma asociaciones de diferentes tamaños (diméricas hasta 
octaméricas) con pesos moleculares de hasta 128 kDa. También se han publicado 
trabajos en los que han encontrado estructuras tetraméricas de PPO en lechuga 
(Chazarra y col., 2001) y la presencia de diferentes formas de PPO en manzana 
(Marques y col., 1995). 
 
En tomates, las PPO A, A´ y C son de mayor tamaño que las B, D, E y F 
debido a la extensión de la secuencia del C-terminal en unos 35-40 residuos 
respecto de las restantes formas. De acuerdo con el análisis hidropático de las 
seis isoenzimas (figura 1.3) podría tratarse de dominios de anclaje a membranas 
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4.3.- Estructura y mecanismo catalítico: 
 
Una revisión exhaustiva de la bibliografía actualizada sobre PPOs vegetales 
reveló la existencia de un único trabajo que describe la estructura de PPO de 
batata determinada mediante difracción de rayos X de la proteína cristalizada 
(Klabunde y col., 1998). La aparición de este trabajo en batata supone un gran 
avance en la comprensión de la estructura y propiedades catalíticas de las PPOs, 
ya que, la alta similitud en las secuencias genéticas que codifican para las 
diferentes PPOs vegetales da lugar a pensar en estructuras terciarias y 
comportamientos también similares entre ellas. Las PPOs vegetales generalmente 
se describen como metaloenzimas que contienen dos átomos de cobre en el sitio 
activo (Mayer y Harel, 1979). El estado de oxidación del cobre en el centro activo 
de la polifenol oxidasa ha sido motivo de gran controversia desde el firme 
establecimiento de este metal como cofactor de la enzima. Tal y como explica 
(Klabunde y col.,1998), el centro activo de la polifenol oxidasa está formado por un 
pequeño bolsillo hidrofóbico cerca de la superficie de la proteína funcional, 
conformado por cuatro hélices tipo alfa y que contiene dos átomos de cobre Cu(II) 




















Figura 1.4: representación estructural de PPO de batata (Ipomoea batata) según 
Klabunde y col., 1998. 
 
La enzima PPO de batata consta de una sola cadena polipeptídica (es un 
monómero) con un tamaños de 39kDa. La proteína madura de batata presenta 
forma elipsoidal, con unas dimensiones de 55×45×45 Amstrong. Cada uno de los 
dos átomos de cobre del centro catalítico (CuA y CuB) se encuentra acomplejado 
mediante tres residuos de histidina. CuA se encuentra coordinado a los residuos 
histidina 88, 109 y 118, mientras que CuB se encuentra unido a los residuos de 
histidina en las posiciones 240, 244 y 274 (figura 1.5). 
 
 









Figura 1.5: esquema del centro catalítico de PPO de batata. 
 
Para comprender el complejo mecanismo de reacción de esta enzima hay 
que tener en cuenta la estructura de su centro activo (figura 1.5) con dos átomos 
de cobre (Kwabara y Katoh, 1999), la existencia de dos actividades catalíticas y la 
posterior evolución química de los compuestos formados.  
Las polifenol oxidasas vegetales suelen presentar una doble actividad, 
monofenolasa y difenolasa (tabla 1.3). 
 
Tabla 1.3: nomenclatura común y sistemática para las polifenol oxidasas 
(PPOs) según las recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Unión 
Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (NC-IUBMB) 
monofenol monooxigenasa / EC 1.14.18.1 
L-tirosina + L-dopa + O2 = L-dopa + dopaquinona + H2O 
catecol oxidasa / EC 1.10.3.1 
2 catecol + O2 = 2 1,2-benzoquinona + 2 H2O 
 
Existen varios estudios sobre el mecanismo de reacción de las actividades 
cresolasa y catecolasa de polifenol oxidasa (Lee y Whitaker, 1995) que han 
conducido recientemente al desarrollo del modelo mostrado en la figura 1.6. Dicho 
modelo es capaz de explicar la existencia de las tres formas enzimáticas (“met”, 
“oxi” y desoxi”) y las particularidades de cada una de las dos actividades de la 
enzima. Las tres formas enzimáticas participan del ciclo catecolasa (A): la forma 
“desoxi” une oxígeno, mientras las formas “oxi” y “met” unen sendas moléculas de 
o-difenol. En el ciclo cresolasa (B) sólo participan las formas “desoxi” y “oxi”, es 
por esto que para introducir toda la enzima en el ciclo cresolasa son necesarias 
cantidades catalíticas de difenol que lleva la forma “met” hasta “desoxi” (Lerch y 
Ettlinger, 1972). El nivel de o-difenol requerido como co-sustrato se alcanza 
mediante reacciones químicas lentas de reciclamiento de o-difenol a partir de 
formas quinónicas (Cabanes y col., 1987). Por este motivo, la actividad cresolasa 
presenta periodos de retardo en la acumulación de producto. 
 





Figura 1.6: mecanismo propuesto para la oxidación enzimática de o-difenoles (A) 
y monofenoles (B), mediante la participación de la enzima PPO. Adaptado de Lee 
y Whitaker, 1995. 
 
A pesar de que (Klabunde y col., 1998) han propuesto un mecanismo 
catalítico algo diferente para PPO de batata basado en datos de tipo bioquímico, 
espectroscópico y estructural para esta enzima, nosotros hemos mantenido el 
modelo de (Lee y Whitaker, 1995) debido a que es un modelo más general, capaz 
de explicar también la actividad cresolasa de la PPO de muchos vegetales y 
frutos. Las o-quinonas son compuestos de color amarillento y muy reactivas e 
inestables, y que pueden reaccionar con nucleófilos como por ejemplo grupos 
amino y tiol de proteínas y aminoácidos libres mediante un mecanismo no 
enzimático (figura 1.7) (García-Carmona y col., 1982; Valero y col., 1988). 
Además, las o-quinonas pueden reaccionar covalentemente con otros compuestos 
fenólicos mediante una reacción de adición para formar compuestos poliméricos 
de colores intensos que varían entre amarillo, rojo, azul, verde o negro (Wong y 
Stanton, 1989). 
 





Figura 1.7: reacciones de evolución de las o-quinonas producidas por tirosinasa. 
R= cadena lateral. Nu= grupo nucleofílico extra o intramolecular: -OH, -SH ó -NH2. 
 
4.4.- Fenoles en plantas:  
 
La cantidad y diversidad estructural de los compuestos fenólicos 
encontrados en plantas (ácidos fenólicos, cumarinas, lignanos, ligninas y 
flavonoides…) es enorme. La mayoría de los compuestos fenólicos derivan del 
aminoácido fenilalanina (Dixon y Paiva, 1995; Dixon, 2001). La enzima fenil 
alanina amonio liasa (PAL) es la principal en la ruta de síntesis de fenil 
propanoides, catalizando la transformación, por desaminación, de L-fenilalanina en 
ácido trans-cinámico, que es el primer intermediario en la síntesis de compuestos 
fenólicos (Mayer, 1987; Herrmann, 1976; Mayer y Harel, 1979). El contenido 
(cualitativo y cuantitativo) de fenoles en los tejidos vegetales varía 
considerablemente según la especie (subespecie, variedad, cultivar...) de que se 
trate, grado de madurez de los frutos e incluso del manejo post-cosecha de los 
mismos. El contenido en compuestos fenólicos puede llegar a alcanzar incluso un 
10% del peso seco de algunas frutas (Herrmann, 1976; Wrolstad y col., 1988; 
Amiot y col., 1992, Spanos y Wrolstad, 1992; Amiot y col., 1995). Existe un gran 
número de frutos de diferentes especies que muestran un máximo de ácido 
hidroxicinámico y de catequina durante el periodo de crecimiento, seguido de un 
rápido decrecimiento en los niveles de fenoles coincidiendo con el final de la etapa 
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de crecimiento celular rápido. Las fluctuaciones en los niveles de fenoles suelen 
ser pequeñas durante la maduración (Hobson, 1967; Amiot y col., 1995). La 
presencia de compuestos fenólicos puede desempeñar funciones fisiológicas 
importantes en las plantas. Las funciones más relevantes propuestas en la 
bibliografía (Herrmann, 1976; Ke y Salveit, 1988; Macheix y col., 1991; Buta y 
Spaulding, 1997) son de protección frente a radiación ultravioleta y de protección 
frente a condiciones de estrés biótico (herbivoría, infección, parasitismo, 
patogénesis...) por medio de dos mecanismos diferentes, el primero mediante 
sellado de heridas por lignificación de las paredes celulares alrededor de las zonas 
dañadas, y el segundo, mediante las propiedades antimicrobianas de los propios 
compuestos fenólicos. La función de los fenoles contra la herbivoría ha sido un 
tema de investigación fundamental durante décadas.  
 
Muchos de los estudios elaborados con la finalidad de demostrar este papel 
de defensa frente a herbivoría (fundamentalmente contra insectos) se basan en la 
correlación del aumento de estos compuestos fenólicos en los tejidos vegetales o 
bien, del aumento de enzimas que intervienen su síntesis en plantas sometidas a 
condiciones de herbivoría controladas. La toxicidad de fenoles como el ácido 
clorogénico se atribuye a su capacidad para ser oxidados enzimáticamente 
mediante la acción de PPO, lacasa o peroxidasa; o bien por procesos químicos a 
pH alcalinos. Esta oxidación forma quinonas que se unen covalentemente a 
proteínas, limitando por lo tanto su disponibilidad como nutrientes. La oxidación de 
fenoles también genera formas muy reactivas de oxigeno (radicales superóxido, 
peróxido de hidrógeno...) capaces de degradar o dañar nutrientes esenciales y 
moléculas estructurales (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos...). Sin embargo, 
existen evidencias de compuestos fenólicos (ácido caféico y protocatechúico) que  
estimulan el crecimiento de ciertas especies de insectos. Después de más de 
treinta años de investigación, el significado ecológico y fisiológico de los fenoles 
continúa en controversia. Además de las posibles funciones atribuidas a los 
compuestos y derivados fenólicos en las plantas, también desempeñan un papel 
importante en la determinación de calidad de alimentos (frescos o procesados), ya 
que intervienen en su apariencia, color, olor, acidez e incluso en propiedades 
potencialmente beneficiosas para la salud humana (Macheix y col., 1991), estos 
parámetros son de particular importancia en frutos y hortalizas, ya que muchos de 
ellos pueden ser evaluados y tenidos en cuenta por los consumidores 
directamente en el mercado y dar lugar a su selección o rechazo.  
 
Mientras que la enzima PAL está implicada en la síntesis de compuestos 
fenólicos, las enzimas PPO y POD son las principales enzimas responsables de la 
degradación enzimática de fenoles y, por lo tanto, de la pérdida de calidad de 
alimentos como consecuencia de la oxidación de fenoles. La peroxidasa (POD), 
requiere la participación de H2O2 como oxidante y polifenol oxidasa (PPO) usa O2 
como agente oxidante, por tanto la oxidación de fenoles de tipo mono- y orto-
difenol se producirá siempre que entre en contacto con la enzima (Vaughn y Duke, 
1981; Shöderhäl, 1995; Thipyapong y col., 1995; Lafuente y Martínez-Tellez, 
1997). Así, el grado de pardeamiento enzimático de los frutos dependerá de la 
presencia de oxígeno molecular, de fenoles endógenos y de la enzima PPO en las 
plantas (Nicolas y col., 1993). En las plantas, no todos los fenoles son degradados 
enzimáticamente mediante la intervención de las enzimas PPO y POD.  
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Algunos fenoles que no constituyen buenos substratos para esas enzimas 
forman quinonas mediante un mecanismo denominado “oxidación acoplada”, tal y 
como se ha descrito en uva (Cheynier y Ricardo da Silva, 1991) y manzana 
(Oleszek y col., 1989; Richard-Forget y col., 1992). 
 
 
5.- INTRODUCCIÓN A LA PROTEÓMICA:  
 
Los estudios de proteómica se basan en la identificación de conjuntos de  
proteínas que se expresan en un organismo (o parte del mismo), estudio de sus 
características físicas y químicas y de sus niveles de expresión bajo unas 
condiciones concretas, así como de las rutas metabólicas en las que participan.  
 
Se denomina proteoma al conjunto de proteínas expresadas por el genoma 
de un organismo (Jacobs y col., 2001). Las plantas son organismos altamente 
diferenciados, con órganos especializados para desarrollar diferentes funciones. 
En la actualidad existen grupos de investigación encaminados al estudio de 
subpoblaciones de proteínas expresadas en diferentes partes de las plantas 
(hojas, flores, frutos...), e incluso de orgánulos (cloroplastos...).  
 
Además, las plantas pueden ser estudiadas utilizando un amplio rango de 
materiales de partida que pueden actuar como fuente de proteínas (cultivo de 
tejidos, callos, cultivos de células en suspensión...) y que pueden de servir como 
modelo de estudio en proteómica de plantas. Dado que un estudio proteómico 
completo requiere de la participación de diferentes técnicas y equipamiento de 
vanguardia, a continuación proponemos un organigrama donde se refleja el 
procedimiento de trabajo, resumido en cinco pasos fundamentales y las técnicas 
utilizadas.  
 





Figura 1.8: esquema del procedimiento básico de trabajo en proteómica (columna de la izquierda) y técnicas utilizadas en cada 
uno de los pasos (columna de la derecha). Adaptado de Chambers y col., 2000. 
PASO 5 
Interpretación de los resultados
función biológica / rutas metabólicas implicadas
PASO 4 
identificación de las proteínas analizadas
elaboración de bases de datos de DNA y proteínas
PASO 3 
análisis de imágenes de geles
elección de proteínas de interés






obtención de espectros de cada proteína
búsquedas en bases de datos
MS-FIT, MASCOT, ProFound  
digestión de proteínas con endoproteasas (tripsina)
reducción y alquilación (DTT - iodoacetamida)
espectrometría de masas (MALDI-TOF // LC/MS-MS) 
tinción de los geles (visible y/o fluorescentes)
digitalización de los geles
análisis de las imágenes
determinar pI, MW, cuantificar
isoelectroenfoque (IEF)
equilibrado (DTT - iodoacetamida)
SDS-PAGE 
homogeneización de tejidos
precipitación y lavado de proteínas
tricloroacético-acetona
TÉCNICAS UTILIZADAS
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Aunque el estudio de los diferentes genomas que componen los 
organismos vivos aporta una gran cantidad de información que resulta de gran 
interés desde diferentes puntos de vista (clínico, económico, social...), existe una 
importante tendencia por parte de diferentes grupos de investigación a profundizar 
en el estudio (identificación, estructura, función, interacción...) de las proteínas 
producidas por cada uno de los genes y su implicación en la aparición de 
fisiopatías, enfermedades, respuestas frente a diferentes tipos de estrés (biótico o 
abiótico), síntesis y destrucción de metabolitos... Este cambio de tendencia ha sido 
posible gracias al desarrollo, durante los últimos años, de técnicas que permiten 
estudiar los productos funcionales de los genes, las proteínas (Cash, 2002).  
 
Durante los últimos años se han llevado a cabo mejoras sustanciales en el 
estudio proteómico de diferentes organismos que implican avances en las técnicas 
utilizadas, mejoras en la reproducibilidad y capacidad de almacenamiento, 
tratamiento y búsqueda de datos relacionados con proteínas e imágenes de geles 
bidimensionales. En la actualidad existen dos herramientas fundamentales para el 
estudio de conjuntos de proteínas, la electroforesis bidimensional y la 
espectrometría de masas. El desarrollo de estas técnicas ha favorecido la 
aparición de numerosas aplicaciones prácticas en el estudio de plantas, 
incluyendo el estudio de proteínas implicadas en rutas metabólicas del 
metabolismo secundario, señalización celular, transporte y catálisis. La principal 
ventaja que aportan estos avances es que se trata de técnicas de alto rendimiento 
para la separación e identificación de proteínas, que permiten un estudio integral 
de un gran número de proteínas en un único experimento. Para la separación de 
mezclas complejas de proteínas, la herramienta más ampliamente utilizada es la 
electroforesis bidimensional (2-DE) en geles de acrilamida (SDS-PAGE). La 
técnica de electroforesis bidimensional fue introducida por O'Farrell en 1975, sin 
embargo la forma de realizar cada una de las dimensiones ha cambiado 
considerablemente desde entonces. La mejora en los aparatos utilizados y la 
aparición de geles prefabricados con gradientes de pH inmovilizados han 
favorecido la sencillez de aplicación y la reproducibilidad (Rabilloud y col., 1994; 
Rabilloud y col., 1997). Todas estas características han hecho de esta técnica el 
sistema más universalmente aceptado como primer paso en la separación de 
muestras proteicas. 
 
Tras su separación en geles bidimensionales, cada una de las proteínas 
puede ser identificada mediante espectrometría de masas (MS), que utiliza la 
información en forma de secuencias de nucleótidos o secuencias de aminoácidos 
de proteínas recogidas en bases de datos. El aumento continuo de información 
genética de diferentes organismos y su disponibilidad en forma de bases de datos 
permite la identificación satisfactoria de un número cada vez mayor de proteínas a 
estudio. Los genes codificados por DNA dan lugar a proteínas, que hacen posible 
la mayoría de las reacciones que se necesitan para mantener la vida. Queda 
patente, por lo tanto, que la identificación y el estudio de las proteínas y enzimas, 
como productos funcionales de los genes, y el estudio de la variación de sus 
niveles de expresión como consecuencia de alteraciones (differential display) 
aportan una visión completa sobre los mecanismos moleculares y rutas 
metabólicas implicadas en dichas alteraciones (Jacobs y col., 2001). De la misma 
forma, este enfoque se puede utilizar para la comparación, identificación y 
localización del conjunto de proteínas implicadas en la aparición de situaciones de 
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estrés (biótico o abiótico), daños mecánicos, fisiopatías, estadios fisiológicos...en 
diferentes partes de la planta.  
 
El procedimiento a seguir en cualquier estudio proteómico consiste en cinco 
pasos fundamentales que son: preparación de las muestras, separación de las 
proteínas mediante electroforesis bidimensional, análisis de imágenes y elección 
de los puntos de interés y, por último, identificación de la función de las proteínas 
analizadas e interpretación de los resultados (figura 1.8), tal y como se describe a 
continuación:  
 
5.1.- Preparación de las muestras:  
 
La elección del método apropiado para una obtención y preparación de las 
proteínas que hemos de estudiar depende en gran medida del organismo (tejido, 
tipo celular...) de partida y de los objetivos que deseamos obtener con nuestro 
experimento. La preparación de la muestra es el paso más importante para la 
obtención de geles bidimensional donde es posible identificar un elevado número 
de proteínas de forma individualizada y, por lo tanto, de obtener e interpretar 
resultados. La finalidad de la optimización de los protocolos de extracción de 
proteínas es visualizar el mayor número de proteínas posible, para lo cual es 
necesario separar físicamente cada una de las proteínas que forman parte de 
complejos y agregados presentes en las células en los geles bidimensionales. 
Durante el proceso de preparación de las muestras es importante eliminar el 
mayor número posible de compuestos que puedan provocar algún tipo de 
interferencia o fenómeno indeseado durante alguno de los cinco pasos que 
conforman el estudio proteómico, como sales, polisacáridos, fenoles... (Rabilloud y 
col., 1997). Desafortunadamente, no existe un único método de extracción de 
proteínas estandarizado y que sea capaz de solubilizar todas las proteínas del 
tejido a estudio para su correcta separación mediante geles bidimensionales 
(Jacobs y col., 2001).  
 
En general, podemos decir que cada uno de los tejidos, cultivos y tipos 
celulares estudiados puede contener una población de proteínas diferente, por lo 
que tanto la elección del tejido como el protocolo de extracción de proteínas 
pueden afectar a los resultados obtenidos. Una visión amplia y general del 
proteoma de un organismo debería contemplar extracciones protéicas obtenidas 
mediante diferentes protocolos, partiendo del mayor número posible de tejidos y 
que, a su vez, deberían ser sometidos a diferentes eventos de electroforesis 
utilizando concentraciones de acrilamida y rangos de pH diferentes.  
 
5.2.- Separación de proteínas mediante electroforesis bidimensional: 
 
 La electroforesis bidimensional es una técnica de alta resolución, ya que es 
capaz de resolver mezclas complejas de proteínas en un único evento 
experimental. Se trata de la técnica más eficiente para conseguir la separación e 
individualización de proteínas que existe en la actualidad (incluso miles de 
proteínas en un único gel bidimensional). Esta técnica introducida en 1975 por 
O'Farrel, consiste en la migración y separación de las proteínas en primer lugar de 
acuerdo a su punto isoeléctrico (pI), mediante isoelectroenfoque (IEF), y en 
segundo lugar según su peso molecular (MW) mediante electroforesis en gel de 
acrilamida en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) (figura 1.9). La 
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combinación de geles utilizando diferentes rangos de pI y MW puede, por lo tanto, 
mostrar un porcentaje elevado del conjunto de proteínas presentes en la muestra 
analizada. El desarrollo de gradientes preestablecidos de pH (IPG Immobilized pH 
Gradient Strips) utilizados en la primera dimensión (IEF) ha contribuido 
sustancialmente a la gran acogida de la técnica de electroforesis bidimensional, en 
particular, y al estudio de la proteómica, en general (Görg y col., 1988a y b). Estos 
gradientes de pH inmovilizados han dado lugar a una gran reproducibilidad entre 
experimentos, permitiendo una mejor comparación entre los resultados obtenidos. 
En la actualidad es posible disponer de un abanico amplio de gradientes de pH 
para el isoelectroenfoque, incluso con una unidad de pH de diferencia y con 
extremos comprendidos entre pH 3.0 a pH 12.0. Esto permite al investigador 
incrementar mucho la capacidad de resolver el elevado número de proteínas 
presente en una determinada muestra.  
 
La aplicación de la técnica de electroforesis bidimensional en este trabajo 
ha permitido identificar un número elevado de proteínas involucradas en la 
aparición y desarrollo de podredumbre apical del tomate. Hemos hecho referencia 
a la gran capacidad de la técnica de electroforesis bidimensional para separar y 
visualizar mezclas complejas de proteínas en un solo experimento (Rauman y col., 
2002). No obstante, hay que destacar que la electroforesis bidimensional tiene 
numerosas limitaciones (superficie física del gel polimerizado, tamaño máximo y 
mínimo de las proteínas resueltas en el gel, naturaleza de las proteínas...). Por 
esta razón es necesario prestar especial atención a la optimización de la 
separación de nuestras muestras atendiendo a su naturaleza, propiedades, origen 
y objetivos que deseamos alcanzar. Las preparaciones protéicas obtenidas con 
nuestro protocolo a partir de frutos de tomate fueron sometidos a una optimización 
de las condiciones para isoelectroenfoque y separación con SDS-PAGE, tal y 
como se muestra en la figura 1.9. 
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Figura 1.9: geles b idimensional 180!245!0.5 milímetros y 12.5% (p/v) acrilamida (p/v) realizados con extracto de 
proteína E1 de frutos de tomate variedad Italian Hungarian Paste (tejido PA1). En el margen izquierdo de cada gel se observa la 
posición aproximada de marcadores de peso molecular (kDa). La figura muestra la diferencia entre geles teñidos con nitrato de 
plata (izquierda) y con azul de Coomassie (derecha). También se puede observar que la mayoría de las manchas (especies 
protéicas teñidas, representadas por puntos de coloración negra) quedan incluidos en la superficie del gel en el interior del 
cuadro color rojo, y justifica la elección del gradiente lineal de pH 4-7 en lugar de un gradiente más amplio (3-10). 
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5.3.- Tinción, digitalización, análisis de las imágenes y recuperación de 
los puntos del gel:  
 
Tras la separación de las proteínas mediante electroforesis bidimensional, 
es necesario aplicar un método de tinción que sea capaz de revelar la presencia y 
posición de las diferentes especies protéicas en el gel de acrilamida. Los métodos 
más utilizados son la tinción con azul de Coomassie y la tinción con nitrato de 
plata, aunque existen numerosas variaciones de estos protocolos. La tinción con 
azul Coomassie es simple y rápido, sin embargo no presenta una elevada 
sensibilidad en comparación con otros métodos basados en el revelado de 
proteínas con nitrato plata o fluoróforos. La tinción con azul Coomassie es capaz 
de revelar la presencia de puntos con una concentración de proteína de incluso 
100 nanogramos (Neuhoff y col., 1988). Los protocolos de tinción con plata son 
mucho más sensibles (hasta 1 nanogramo de proteína por punto), sin embargo, 
estos últimos resultan mucho más laboriosos.  
 
Existe un gran número de variaciones descritas para el método de tinción 
con plata (Rabilloud y col., 1994). El número de moléculas de los diferentes 
colorantes unidas a cada una de las proteínas presenta variaciones importantes 
dependiendo de la naturaleza de la propia proteína a la que se une el colorante, lo 
cual hace difícil la comparación cuantitativa entre diferentes especies protéicas 
presentes en uno o en diferentes geles. Por esta razón, la comparación sobre 
diferencias en los niveles de expresión sólo se puede realizar entre especies 
protéicas similares en diferentes geles. Los geles bidimensionales, que contienen 
proteínas teñidas con alguno de los protocolos mencionados anteriormente, deben 
ser escaneados con la finalidad de obtener una imagen digital de los mismos. La 
obtención de esta imagen digital permite llevar a cabo una serie de análisis como 
son la detección de puntos (especies protéicas), eliminación del ruido de fondo, 
creación de geles promediados, estimación del punto isoeléctrico y peso molecular 
de cada uno de los puntos presentes, determinación de intensidad de los puntos, 
cuantificación y comparación del patrón de manchas generado por diferentes 
geles. Los resultados obtenidos con este tipo de análisis de las imágenes permiten 
la comparación cualitativa de los perfiles de expresión de proteínas e identificar los 
cambios en la expresión de proteínas como consecuencia de un tratamiento o 
condición experimental. Después del análisis de las imágenes escaneadas de 
geles teñidos y de los puntos presentes en el gel es necesario recuperar los 
puntos (proteínas) de interés recortándolos de cada uno de los geles 
bidimensionales elaborados con ayuda de un bisturí para su procesamiento 
posterior. 
 
5.4.- Identificación de proteínas:  
 
Las recientes mejoras introducidas en las técnicas de espectrometría de 
masas y el desarrollo de herramientas bioinformáticas permite la identificación 
satisfactoria de un gran número de proteínas presentes en los tejidos incluso a 
bajas concentraciones (femtomolar) basándose en la información en forma de 
espectros masas de péptidos (peptide mass fingerprint -PMF-) obtenidos por 
digestión tríptica de las proteínas recuperadas de geles de acrilamida 
(Shevchenko y col., 1996 a y b). En la actualidad existen dos técnicas de 
espectrometría de masas ampliamente utilizadas para el análisis de las proteínas 
en los geles bidimensionales. La primera es la espectrometría de masas mediante 
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MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Flight) y análisis 
de huellas peptídicas (PMF). La segunda técnica es la espectrometría de masas 
en tándem alimentada por un cromatógrafo de líquidos (LC/MS-MS). La ionización 
se realiza a presión atmosférica (API) mediante la generación de un electrospray 
(ESI). El espectrómetro puede trabajar en modo masas-masas para fragmentar los 
péptidos ionizados previamente generados mediante digestión con tripsina en gel. 
Esta segunda fragmentación de péptidos parentales (secuenciación de novo) 
permite que las identificaciones de las proteínas de interés se realice en base a 
secuencias, que son más específicas que las huellas peptídicas (Taylor y Johnson, 
1997, Taylor y Johnson, 2001).  
 
La identificación de proteínas mediante la utilización de la técnica de 
MALDI-TOF y análisis del mapa peptídico resultante (peptide mass fingerprint -
PMF-) se ha convertido en una herramienta de trabajo fundamental y ampliamente 
aceptada en los estudios de identificación de proteínas y como complemento a la 
separación de proteínas mediante electroforesis bidimensional (Wilm y col., 1996). 
Las proteínas recuperadas de geles de acrilamida son digeridas mediante el 
empleo de proteasas, generalmente tripsina, que identifican sitios de corte 
específicos y, a continuación, se obtienen listados de masas de los fragmentos 
(péptidos) generados. Esta etapa del análisis consiste en la utilización de 
herramientas informáticas que son capaces de comparar los listados de masas 
generados de forma experimental mediante el empleo de la técnica de MALDI-
TOF (huella peptídica) con las masas teóricas resultantes de digerir con tripsina 
las secuencias disponibles en bases de datos (las bases de datos pueden ser 
secuencias de aminoácidos o bien las secuencias de nucleótidos que codifican 
para cada una de las proteínas). Se trata de una técnica que cuenta con una doble 
ventaja, su elevada sensibilidad y su elevado rendimiento para procesar un gran 
número de muestras en un breve espacio de tiempo.  
 
Los componentes básicos del MALDI-TOF son cuatro (figura 1.10): una 
fuente de iones (ion source) que ioniza las muestras mediante la incidencia de un 
láser de nitrógeno con una longitud de onda de 337 nanometros y genera iones en 
fase gaseosa en una cámara a vacío (vacuum system) (1.7×10-8 torr), un 
analizador (analyzer) que separa los iones atendiendo a su ratio masa/carga (m/z), 
un detector (detector) encargado de detectar los iones y un sistema de datos (data 
system) que se encarga de convertir la señal recibida por el detector en una 
gráfica en la pantalla.  





Figura 1.10: (A) esquema del funcionamiento básico del MALDI-TOF. La parte 
inferior (B) representa el proceso de ionización de los péptidos por efecto del láser. 
Los iones de diferente tamaño son separados en el espacio en el interior del tubo 
de vuelo de forma que llegan al detector a diferentes tiempos. El detector mide y 
amplifica la variación en el flujo de iones creando una señal en forma de voltaje 
que se amplifica varias veces antes de ser almacenada y transformada en una 
serie de picos, la intensidad (altura) de cada pico es proporcional a la cantidad de 
iones de una determinada masa/carga. 
 
 
INTRODUCCIÓN GENERAL Y ANTECEDENTES                                                                                         Juan Casado Vel a 
 
-28- 
La determinación de los ratios masa/carga de los péptidos generados como 
consecuencia de la digestión enzimática de las proteínas a estudio constituye una 
excelente prueba de la estructura e identidad de las proteínas, siempre y cuando 
se disponga de una base de datos suficientemente amplia para el organismo 
estudiado. En la técnica de MALDI-TOF las muestras digeridas con tripsina son 
embebidas en una matriz de bajo peso molecular que es capaz de absorber la 
energía de un haz de luz láser que incide sobre la muestra y que induce el 
proceso de ionización de los péptidos. Los diferentes iones generados se 
separarán de acuerdo con su ratio masa/carga (m/z) en el interior de un tubo de 
vuelo sometido a una diferencia de potencial (20 kilovoltios), esto es, los iones 
más pequeños llegarán antes al detector que los iones de mayor tamaño. En el 
caso de tratarse de iones con la misma masa, aquellos iones con mayor carga 
llegarán antes al detector. El detector situado al final del tubo de vuelo es capaz de 
medir el número de iones que alcanzan el detector en un momento determinado 
(intensidad). Una vez obtenido el perfil de masas o huella peptídica por medio de 
análisis con MALDI-TOF, la lista de masas se compara con bases de datos que 
contienen información acerca de la secuencia genética de los organismos 
estudiados y de las proteínas que codifican. La identificación satisfactoria de una 
proteína analizada mediante este proceso depende en gran medida de la cantidad 
de información existente de las proteínas estudiadas, del algoritmo utilizado para 
la búsqueda (que permite asociar una probabilidad que mide la efectividad de 
cada una de las búsquedas) y de la reproducibilidad de los experimentos 
elaborados. En el apartado de resultados y discusión explicamos con detalle cómo 
hemos llevado a cabo nuestras identificaciones, incluyendo herramientas 
bioinformáticas elegidas, bases de datos y parámetros utilizados.  
 
 
5.5.- Determinación de la función de las proteínas identificadas, 
procesos bioquímicos en los que participan y significado biológico de los 
resultados:  
 
La identificación de las proteínas, enzimas y sus funciones catalíticas 
necesariamente desemboca en una discusión sobre de los procesos biológicos y 
mecanismos moleculares implicados y facilita la determinación de las posibles 
causas de la aparición del problema estudiado, en nuestro caso la podredumbre 
apical de frutos de tomate. Los continuos y rápidos avances en las técnicas y 
herramientas informáticas utilizadas para el estudio de conjuntos de proteínas y de 
los procesos bioquímicos implicados han arrojado una gran cantidad de 
información valiosa acerca del origen de diferentes alteraciones que pueden sufrir 
los organismos vivos. Esto ha originado de que algunos autores hayan 
manifestado la posibilidad de un cambio de una “era genómica” a una  “era 
proteómica”. Sin embargo, a pesar de que la identificación de proteínas utilizando 
análisis de manchas que proceden de geles bidimensionales mediante 
espectrometría de masas se ha establecido como una herramienta ampliamente 
utilizada, la cantidad (y calidad) de las identificaciones obtenidas utilizando estas 
técnicas depende en gran medida de la existencia previa de bases de datos con 
gran parte de la información genética del organismo (tejido, célula...) estudiada. 
Por esta razón existe una necesidad de secuenciar el mayor número de 
organismos posible y de aumentar el nivel de conocimientos sobre la naturaleza 
de las proteínas que codifican (Larsen y Roepstorff, 2000). 
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6.- HIPÓTESIS DE TRABAJO: 
 
Diferentes trabajos publicados atribuyen la aparición de podredumbre apical 
en frutos de tomate a la falta de suministro de nutrientes como calcio y boro, que 
son constituyentes fundamentales de la pared celular de tejidos vegetales, a las 
partes distales del fruto (Adams y Ho, 1993; Caines y Shennan, 1999a y b; 
Carvajal y col., 2000; Lavid y col., 2001). A pesar de que la relación causa-efecto 
entre la carencia de estos elementos y la aparición de podredumbre apical está 
bien establecida, existe una escasez de información acerca de los mecanismos 
moleculares que se llevan a cabo en los tejidos afectados por esta fisiopatía. Los 
frutos de tomate no suelen presentar fenómenos de pardeamiento enzimático 
como consecuencia de sobremaduración o daños mecánicos, como es habitual en 
otros muchos frutos y vegetales (Lee y Whitaker, 1995). Sin embargo, diversas 
infecciones bióticas (víricas, bacterianas, fúngicas...) y fisiopatías, como la 
podredumbre apical, sí suelen mostrar fenómenos de pardeamiento. Teniendo en 
cuenta que el pardeamiento es un síntoma típico de la podredumbre apical, la 
implicación de la PPO debe ser considerada. A pesar del conocimiento molecular, 
bioquímico y cinético de las polifenol oxidasas de tejidos vegetales todavía existen 
divergencias acerca de la función desempeñada por esta enzima en los diferentes 
tejidos de las plantas y, en concreto, de tomate. En las células de los tejidos 
vegetales la PPO y sus substratos naturales (fenoles) se encuentran físicamente 
separados en diferentes compartimentos celulares. De esta forma, mientras no 
existan daños o alteraciones en dicha compartimentalización la polifenol oxidasa 
no es capaz de actuar. Por lo tanto, sólo en condiciones de ruptura celular (como 
es el caso de la degeneración de tejidos de fruto de tomate afectados por 
podredumbre apical) y puesta en contacto de la enzima PPO con los substratos 
pueden llevar a la formación de quinonas y polímeros de coloración oscura (uno 
de los síntomas visuales fácilmente apreciables y característicos de la 
podredumbre apical). A pesar de que la causa de la aparición de podredumbre 
apical viene determinada por una situación de estrés nutricional, en este trabajo 
pretendemos ampliar la información disponible sobre los mecanismos moleculares 
y enzimáticos implicados en la aparición y desarrollo de esta fisiopatía. Nuestra 
hipótesis de trabajo es que la enzima polifenol oxidasa, entre otras, está implicada 
en la aparición de la fisiopatía denominada podredumbre apical en frutos de 
tomate. 
 
Todas las alteraciones fisiológicas deben tener su reflejo a nivel molecular, 
que se traducen en alteraciones de los patrones normales de expresión de 
diferentes proteínas. La ocurrencia de podredumbre apical debe dar lugar a una 
serie de respuestas en la planta que implique la intervención de otras proteínas y 
procesos bioquímicos. Por esta razón, hemos querido dar un paso más allá y 
estudiar la posible implicación de otras proteínas, enzimas y rutas metabólicas 
mediante la incorporación de técnicas de amplio espectro muy novedosas, como 
son la electroforesis bidimensional y la espectrometría de masas. El desarrollo de 
estas técnicas ha experimentado un avance tan importante en los últimos diez 
años que ha dado lugar a una nueva área de estudio denominada proteómica y 
que se encarga del estudio, caracterización e identificación de conjuntos de 
proteínas. En este estudio vamos a llevar a cabo la identificación de numerosas 
proteínas implicadas en varias rutas metabólicas, cuya síntesis y niveles de 
expresión se ven afectados como consecuencia de la aparición de podredumbre 
apical de tomate. 
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 Este trabajo consta de tres capítulos experimentales que responden a tres 
aproximaciones diferentes al estudio de la podredumbre apical de tomate. La 
estructuración de este trabajo de investigación en tres bloques obedece a la 
utilización de conjuntos de técnicas y herramientas muy diferentes entre sí pero 
que comparten un objetivo común, que es la elucidación de los mecanismos 
moleculares, enzimas y proteínas que participan en el desarrollo y aparición de 
podredumbre apical en frutos de tomate. En el primer capítulo se lleva a cabo un 
abordaje bioquímico clásico, centrando el estudio en la puesta a punto de un 
protocolo de extracción y purificación parcial de PPO para poder analizar sus 
niveles en relación con estadios fenológicos del tomate y la aparición de 
podredumbre apical. Las fracciones de enzima obtenidas son caracterizadas 
cinéticamente. En un segundo capítulo se analiza, usando técnicas de biología 
molecular, el tipo de isoenzimas de PPO expresadas en tejidos de frutos sanos y 
afectados por podredumbre apical. En el tercer y último capítulo experimental se 
lleva a cabo un análisis proteómico global de la fisiopatía y el estudio de proteínas 
diferenciales en tejidos sanos y afectados. 
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El objetivo de esta tesis doctoral es la identificación y 
caracterización de procesos y mecanismos moleculares implicados en 
la podredumbre apical del tomate, con un enfoque particular sobre el 
papel de la polifenol oxidasa en la aparición y/o manifestación de esta 
fisiopatía. 
 
Para la consecución de este objetivo científico es necesario 
plantear unos objetivos técnicos con el fin de desarrollar la 
metodología específica para frutos de tomate necesaria para abordar 
el problema desde varios puntos de vista: 
 
- clásico: poner a punto métodos de extracción y purificación de 
PPO para estudiar los niveles y propiedades de la enzima 
- molecular: poner a punto métodos de preparación de cDNA e 
identificación del tipo de transcrito mediante secuenciación o 
mediante cortes por endonucleasas, para estudiar el tipo de 
isoenzima expresada 
- proteómico: poner a punto técnicas eficaces de preparación de 
muestras de proteína de tomate y confección de una base de 
datos bioinformática con secuencias públicas adecuada para la 
identificación del mayor número de proteínas posible por 
métodos proteómicos (electroforesis bidimensional, obtención de 
mapas de péptidos por MALDI-TOF e identificación por 
coincidencias -matching- con mapas de péptidos teóricos) 
 
y finalmente aplicar esta metodología a tejidos sanos y tejidos 
afectados. 
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Las polifenol oxidasas (PPOs) (EC 1.14.18.1 o EC 1.10.3.2) son enzimas 
ubicuas en plantas que catalizan la reacción dependiente de oxígeno que 
transforma o-difenoles en o-quinonas. Estas quinonas son especies muy reactivas 
capaces de modificar covalentemente un amplio abanico de especies nucleófilas 
del interior de las células que conduce a la formación de polímeros marrones o 
negros responsables de importantes pérdidas económicas en el mercado de frutos 
y vegetales (Mayer y Harel, 1979; Lee y Whitaker, 1995). Esta es la razón 
fundamental por la que el contenido en fenoles y la actividad polifenol oxidasa se 
consideran determinantes en la calidad de frutos y vegetales (Wrolstad y col., 
1988; Lee y Whitaker, 1995). 
 
La presencia de PPO se ha podido determinar y caracterizar utilizando 
hojas y frutos de numerosas especies vegetales como fuente enzimática (Mayer y 
Harel, 1979; Mayer, 1987). Los niveles de PPO varían dependiendo de la especie, 
cultivar, estadio de maduración y estadio fenológico. (Amiot y col., 1995). En 
tejidos vegetales intactos las PPOs y sus sustratos fenólicos permanecen en 
compartimentos separados, cloroplastos y vacuolas respectivamente, por lo que 
no tiene lugar ninguna reacción. La desorganización de la integridad de las células 
sucede de forma natural durante procesos de senescencia, pero también como 
consecuencia de daños mecánicos, que provocan una ruptura celular y una puesta 
en contacto de PPO y fenoles dando lugar a reacciones de pardeamiento 
enzimático observadas en frutos maduros, tejidos dañados y/o procesados y 
también en tejidos afectados por fisiopatías. 
 
Los frutos de tomate no son proclives a la aparición de fenómenos de 
pardeamiento como consecuencia de procesos de senescencia o daños 
mecánicos, sin embargo, si se han descrito pardeamiento de tejidos afectados por 
infecciones víricas, bacterianas y fúngicas, así como consecuencia de la aparición 
de podredumbre apical. La purificación y caracterización de PPO es un paso 
fundamental en la investigación de esta enzima en los procesos descritos, 
particularmente en la podredumbre apical. Aunque la enzima ha podido ser aislada  
y caracterizada en numerosas fuentes vegetales, no existen trabajos similares que 
utilicen tomate como fuente de partida. En este sentido, Czapski y Saniewski 
(1988) determinaron la presencia de actividad PPO en extractos frutos de tomate y 
estudiaron la influencia de la hormona metil jasmonato en los niveles de esta 
enzima. Por otra parte, Hobson (1967) midió actividad fenolasa en preparaciones 
cetónicas de frutos de tomate y estudió su evolución durante el crecimiento y 
maduración, así como la variación de los niveles de actividad en frutos afectados 
por podredumbre apical. 
 
En contraste con la falta de información de la enzima PPO en frutos de 
tomate, existe un profundo conocimiento de la expresión espacial y temporal de 
los genes que codifican para esta enzima. Thipyapong y col., (1997) demostró que 
cada una de las isoformas de PPO presentes en tomate presentan patrones de 
regulación diferentes en tejidos vegetativos y reproductivos durante el crecimiento 
y diferenciación celular en plantas de tomate. Técnicas de inmunolocalización e 
hibridación in situ han mostrado la presencia de proteína PPO madura y RNAm en 
varios tejidos de frutos jóvenes (hasta 7 días post-antesis), en concreto en células 
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solitarias del parénquima denominadas idioblastos, que son capaces de acumular 
niveles elevados de PPO (Thipyapong y Steffens, 1997). El estudio del patrón de 
expresión temporal de PPO mostró una acumulación de isoenzimas B y E/F en 
óvulos de frutos jóvenes en desarrollo. El desconocimiento de la función de las 
PPOs se puede atribuir a la ausencia de un protocolo de extracción apropiado 
para este tejido, al contrario de lo que ocurre en hojas y tricomas de plantas de 
tomate (Newman y col., 1993). 
 
En este capítulo se aborda la laguna de conocimiento sobre las PPOs 
presentes en frutos de tomate, estableciendo primero un protocolo reproducible de 
extracción y purificación parcial, probado en diferentes variedades y en diferentes 
etapas de desarrollo del fruto. La enzima se ha caracterizado cinéticamente y se 
han determinado sus niveles en frutos afectados por podredumbre apical en 
relación con frutos sanos. Los resultados apuntan a la existencia de, al menos, 
dos isoformas en este órgano. 
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1.- CONSIDERACIONES GENERALES:  
 
Todos los reactivos que se incluyen en este capítulo fueron suministrados 
por Sigma Chemie. GmbH, Deseinhofen (Alemania). El detergente Triton X-114 
fue suministrado por Fluka, AG Bucks (Suiza). Todos los pasos del protocolo de 
extracción y purificación enzimática se realizan a baja temperatura (4ºC sobre 
hielo y en cámara fría) para evitar reacciones, interferencias o alteraciones 
indeseadas y pérdida de actividad enzimática polifenol oxidasa, con excepción de 
la separación de fases con detergente no iónico Triton X-114, que se lleva a cabo 
a 37ºC (Bordier, 1981). 
 
2.- SOLUCIONES UTILIZADAS: 
 
 
Solución nutritiva para cultivo hidropónico 
2 meq/l PO4
-3; 15 meq/l NO3
-; 9 meq/l K+; 2.2 meq/l SO4
-2; 0.2 meq/l Cl-; 0.2 
meq/l Na+; 4.68 meq/l Mg+2; 8 meq/l Ca+2; 0.0045 meq/l NH4
+; 2.5 mg/l Mn2+; 
0.15 mg/l Cu+2; 0.28 meq/l B+3; 0.17 mg/l Zn+2; 1.82 mg/l Fe +2; 0.072 mg/l Mo+4. 
 
 
Tampón de extracción enzimática 
Tampón fosfato 50 mM, pH 7.0, 1 mM MgCl2, 0.3 M sacarosa, 30 mM ácido 
ascórbico y 10% (p/v) PVPP. Este último compuesto se añade justo antes de 
comenzar la homogeneización del tejido. El tampón de extracción incluye una 
mezcla de inhibidores de proteasas que contiene 0.5mM de cada uno de los 
siguientes compuestos: 4-(2-aminoetil) benzenesulfonil fluoruro (ABSF), E-64, 
bestatina, leupeptina, aprotinina, EDTA disodio. (Protease Inhib itor, Cocktail for 
General Use, Sigma). 
 
 
Tampón de conservación de la enzima PPO 
Tampón acetato 50 mM, pH 5.0, 50% (v/v) glicerol  
 
 
Reactivo de Bradford 
Disolver 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 ml de etanol 95% 
(v/v). Añadir 100 ml de ácido fosfórico 85% (v/v) y 850 ml de agua destilada. 
 
 
3.- MÉTODOS:  
 
Obtención del material vegetal: Todas las variedades de tomate 
estudiadas han sido germinadas a partir de semillas en recipientes adecuados 
(5cm × 5cm × 10 centímetros) con turba comercial (Humin substrate N3, H3-H5 y 
H6-H8), pH 5.5-6.5. Cuando las plántulas alcanzan una altura de veinte centímetros 
aproximadamente, se transplantan a recipientes con doble fondo y soporte de 
grava de sílice inerte (figura 2.1). Hemos utilizado la disolución nutritiva propuesta 
por Kaya y Higgs (2001) optimizada para tomate. En este trabajo hemos obtenido 
resultados de extracciones enzimáticas y medidas de actividad realizadas en más 
de sesenta variedades de tomate obtenidas de Dr. Charles Wyatt (Rosedale, 
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Maryland, EEUU). Además, también incluimos datos obtenidos del procesamiento 
de seis variedades de tomate de importancia local en la provincia de Alicante 




Figura 2.1: proceso de obtención de plántulas obtenidas a partir de semillas de 
tomate de la variedad Muchamiel (izquierda). Desarrollo de plantas mediante 
cultivo hidropónico (derecha). 
 
Condensación del Triton X-114: El detergente Triton X-114 debe ser 
acondicionado (condensado) utilizando tres lavados en el tampón apropiado 
siguiendo el método Bordier (1981). Para la extracción de polifenol oxidasa hemos 
utilizando tampón de extracción. La condensación del reactivo original consiste en 
disolver 10 gramos de detergente y ocho miligramos de butil-hidroxitolueno en 
tampón de extracción a 4ºC hasta completa disolución. A continuación, la 
disolución de aspecto blanquecino se incuba a 37ºC durante 15 minutos. Este 
incremento en la temperatura hace que el tamaño de las micelas formadas por el 
Triton X-114 aumente, agregándose unas con otras hasta alcanzar un tamaño tal 
que ya no pueden mantenerse en disolución, provocando la turbidez de la misma. 
La temperatura a la que se produce este fenómeno se denomina punto de nube 
(cloud point) y su valor depende del número de grupos polioxietileno del 
detergente no-iónico (generalmente abreviado como n). La ventaja de la utilización 
del Triton X-114 frente a otros detergentes no iónicos de la misma familia es que la 
temperatura a la que se alcanza el punto de nube es sensiblemente inferior, 
siendo de 64ºC para el Triton X-100 (n = 9-10) y de 23ºC para el Triton X-114 (n = 
7-8). A continuación se introduce en un embudo de decantación y se deja reposar 
durante ocho horas a temperatura ambiente (20ºC aproximadamente). 
Transcurrido dicho tiempo aparecen dos fases transparentes completamente 
separadas; una mayoritaria en la parte superior, pobre en detergente y una 
minoritaria, en la parte inferior, rica en detergente. La fase acuosa pobre en 
detergente se desechada y se reemplaza por un volumen igual de tampón de 
extracción. Esta mezcla es sometida a condensación y separación de fases una 
segunda vez, bajo las mismas condiciones. La fase rica en detergente se somete 
a condensación y separación de fases por tercera vez, pero sin la adición de butil-
hidroxitolueno. La fase rica en detergente resultante de la tercera condensación 
tiene una riqueza aproximada del 24% (p/v) de Triton X-114. El detergente 
obtenido de esta forma se utiliza como reactivo para todos los experimentos 
descritos en este trabajo.  
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Método de extracción y purificación de la enzima PPO: Frutos de tomate 
verdes (aproximadamente 10 días de desarrollo post-antesis) obtenidos mediante 
cultivo hidropónico son lavados en una solución con detergente MA03 sin fosfatos 
-Merck- 2% v/v y secados a mano. Se homogeneizan 100 gramos (peso fresco) de 
fruto de tomate con 100 ml de tampón de extracción durante 2 minutos utilizando 
una batidora. El homogenizado se filtra a través de ocho capas de gasa. Al 
resultado de esta filtración lo denominamos extracto crudo (EC). 
 
 A continuación, se centrifuga a 20000 х g durante 30 minutos y 4ºC. El  
sobrenadante de esta centrifugación contiene actividad polifenol oxidasa. El 
sobrenadante se somete a precipitación con sulfato de amonio en el rango 20-80% 
(p/v). El precipitado con sulfato de amonio se resuspende en 5 ml de tampón de 
conservación y lo hemos denominado extracto enzimático número uno (E1).  
 
Por otra parte, el precipitado de color verde obtenido en la centrifugación a 
20000 х g se resuspende en 40 ml de tampón fosfato 10 mM, pH 7.0 y 1.5% (v/v) 
de Triton X-114 y sometido a centrifugación a 5000 х g a temperatura ambiente 
tras incubar 10 minutos a 37ºC. El sobrenadante se somete a centrifugación a 
60000 х g durante 15 minutos. El sobrenadante de la centrifugación anterior se 
recupera y se suplementa con Triton X-114 hasta alcanzar una concentración final 
del 4% (v/v) y glicerol 10% (v/v). Tras mezclar en frío, se incuba a 37ºC y 
posteriormente se centrifuga a 5000 х g durante 10 minutos a temperatura 
ambiente para favorecer la separación de fases por efecto de la precipitación del 
detergente. El sobrenadante resultante se denomina extracto enzimático número 
dos (E2). Ambas preparaciones E1 y E2 contienen actividad polifenol oxidasa y se 
pueden almacenar de forma estable a -20ºC durante un tiempo aproximado de dos 
meses sin pérdida apreciable de actividad.  
 
 
Ensayo de actividad de PPO: El medio de reacción contiene 200µl del 
extracto enzimático (E1 o E2), 0.5 ml de tert-butil catecol (TBC) 30 mM y 2.5 ml de 
tampón fosfato 50 mM, pH 7.0. Todos los reactivos han sido termostatizados a 
25ºC previamente a su utilización. Estas han sido las condiciones de medida 
utilizadas para todos los experimentos, exceptuando aquellos que requieren una 
variación de alguna de las variables (obtención de perfiles de pH, temperatura 
óptima y termoestabilidad). La determinación de la actividad polifenol oxidasa se 
lleva a cabo mediante el seguimiento espectrofotométrico de la acumulación del 
producto o-quinona, que presenta una banda de absorción aproximadamente a 
400 nanometros, donde presenta un coeficiente de extinción molar (ε) de 1300 M-1 
× cm-1.  
 
Generalmente se ha utilizado como sustrato el tert-butil catecol (TBC) por la 
estabilidad de su o-quinona correspondiente, excepto que expresamente se 
especifique lo contrario. Una unidad enzimática se define como la cantidad de 
enzima PPO que produce 1 µmol de o-quinona por minuto a la temperatura de 
referencia (25ºC). Todas las medidas espectrofotométricas fueron monitorizadas 
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Cálculo de los coeficientes de extinción molar de los substratos: Para 
los sustratos epicatequina, ácido clorogénico, pirocatecol, ácido caféico, 
dopamina, L-DOPA, ácido protocatechúico, tert-butil catecol (TBC) y 4-metil 
catecol (4MC) que se usaron para estudiar la especificidad de la enzima se 
calcularon los coeficientes de extinción molar (ε) de las respectivas quinonas. Para 
ello cantidades conocidas de difenoles se oxidaron a las correspondientes o-
quinonas incubando en presencia de IO4
- en exceso. Si el producto de oxidación 
era estable, la longitud de onda seleccionada corresponde al máximo de absorción 
del producto. En caso de evolución del producto, se seleccionó la longitud de onda 
correspondiente al punto isosbéctico. 
 
 
Cuantificación del contenido total de proteínas: La concentración de 
proteínas en los distintos estadios de proceso de purificación se determina 
utilizando el método de Bradford (1976) usando fracción V de albúmina de suero 
bovino (BSA) como estándar. El complejo proteína-colorante tiene una gran 
absorción a 595 nanometros, permitiendo así una gran sensibilidad en la detección 
de proteínas en el rango entre 10 y 100 µg de proteína total.  
 
 
Cuantificación de compuestos fenólicos: El contenido de fenoles se 
determinó por el método espectrofotométrico de Singleton y Rossi (1965), basado 
en la reacción de los fenoles con el reactivo de Folin en presencia de Na2CO3. La 
cuantificación del contenido fenólico se lleva a cabo en el extracto crudo y en los 
extractos enzimáticos E1 y E2. Cada una de las muestras se preparó añadiendo 
250 µl de extracto, 1.25 ml de reactivo de Folin, 3.75 ml de Na2CO3 20% (p/v) y 
agua destilada hasta alcanzar un volumen final de 25 ml. Tras incubar dos horas a 
25ºC, la absorbancia de las muestras se mide a 765 nanometros, frente a un 
blanco que contiene los anteriores reactivos, pero sustituyendo el extracto fenólico 
por etanol al 80% (v/v). Los valores de absorbancia se extrapolan a mg/l de ácido 
gálico a partir de una recta de calibrado realizada con concentraciones de dicho 
ácido comprendidas entre 50-500 mg/l. 
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1.- EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN ENZIMÁTICA: 
 
 
Las reacciones de oxidación que provocan el pardeamiento de frutos y 
vegetales son esencialmente de origen enzimático y están catalizadas 
principalmente por la enzima polifenol oxidasa (PPO), siendo su actividad 
particularmente alta en aquellos frutos y vegetales que contienen altos niveles de 
compuestos polifenólicos (Amiot y col., 1992). En el procesamiento de alimentos 
suele ser una actividad enzimática perniciosa, pues en presencia de oxígeno 
cataliza la oxidación de los compuestos fenólicos naturales a sus correspondientes 
quinonas, y éstas evolucionan de forma espontánea hacia diferentes pigmentos 
que producen el pardeamiento de los frutos, provocando un aspecto desagradable 
frente al consumidor y considerables pérdidas económicas. Esta es la razón 
fundamental por la que el contenido de fenoles y polifenol oxidasa se consideran 
determinantes para determinar la calidad de frutos y vegetales (Lee y Whitaker, 
1995). La purificación y caracterización de PPO de diferentes fuentes vegetales es 
un paso fundamental para investigar la participación y mecanismo de actuación de 
esta enzima en estos procesos. Aunque existen trabajos que describen el 
aislamiento y caracterización de PPO de diferentes vegetales, no hemos podido 
encontrar bibliografía que describa dicho proceso utilizando frutos de tomate como 
fuente de enzima. Nos hemos apoyado en los datos obtenidos por Czapski y 
Saniewski (1988) en los que se determina la influencia de metil-jasmonato en la 
actividad PPO en extractos crudos de frutos de tomate y el trabajo de Hobson 
(1967), que determinó actividad fenolasa y su relación con la podredumbre apical 
a partir de preparaciones de proteínas de frutos de tomate con acetona. 
 
La extracción y purificación de PPO de tejidos de plantas continua siendo 
un problema debido a la confluencia de fenómenos de pardeamiento durante la 
extracción y formación de quinonas que pueden interactuar e inhibir a la propia 
enzima, a la localización de la PPO en las membranas tilacoidales y la existencia 
de formas inactivas de PPO que dificultan la medida de su actividad por los 
métodos espectrofotométricos o por métodos basados en la medida del consumo 
de oxígeno que se produce en las reacciones de oxidación que catalizan. La 
carencia de resultados de la proteína PPO funcional en frutos de tomate se debe, 
en gran medida, a la ausencia de protocolos adecuados para su extracción a partir 
de este tejido. Los protocolos de extracción preparativa y estudios enzimáticos de 
PPO existentes para plantas de tomate utilizan hojas y tricomas como fuente de 
esta enzima (Yu y col., 1992). En este trabajo de investigación nosotros 
desarrollamos un protocolo de extracción enzimática (figura 2.2) que nos ha 
permitido medir actividad PPO en diferentes fracciones (tabla 2.1), una soluble, 
que denominaremos E1 y otra particulada que se representará como E2, de 
diferentes variedades de tomate (tabla 2.2). 
 
PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE POLIFENOL OXIDASA DE TOMATE Juan Casado Vela 
 




Figura 2.2: protocolo de extracción enzimática de PPO de frutos de tomate. 
 
 El procesamiento y homogeneización de frutos de tomate utilizando el 
protocolo que proponemos ha revelado la presencia de actividad PPO en la 
fracción soluble que resulta de una primera centrifugación a 20000 х g (E1). Para 
la preservación de esta actividad soluble durante la purificación ha sido necesario 
incluir compuestos inhibidores de proteasas endógenas y ácido ascórbico en el 
tampón de extracción (materiales y métodos de este capítulo). En nuestro trabajo 
hemos conseguido purificar parcialmente la enzima y recuperar la mayor parte de 
la actividad enzimática mediante precipitación con sulfato de amonio (20-80% p/v). 
Al resuspender la proteína precipitada de esta forma, la disolución se tornaba de 
un color muy oscuro o negro de una forma muy rápida por efecto de la oxidación 
de los fenoles que impedía realizar ensayos de medida de actividad mediante 
espectrofotometría. Para evitarlo, hemos incorporado la adición de 
polivinilpolipirrolidona insoluble (PVPP) 10% (p/v) en el tampón de extracción. Se 
trata de una resina capaz de adsorber la mayor parte de los compuestos fenólicos 
presentes en el material vegetal de partida (Gokmen y col., 2001; Rahier y 
Herminia, 2001) y muestra una baja afinidad por proteínas solubilizadas en el 
tampón de extracción (Canterelli y col., 1989). La utilización de PVPP en el 
protocolo de extracción ha resultado extremadamente ventajosa, ya que se elimina 
homogeneización / PVPP
filtración
centrifugar 20000 g 
purificación parcial
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con facilidad mediante filtración o centrifugación y el resuspendido tras 
precipitación con sulfato de amonio no pardea. La siguiente tabla muestra el 
resultado de la purificación parcial de PPO de frutos de tomate cultivar Muchamiel. 
 
Tabla 2.1: actividad PPO, factor de purificación, rendimiento y contenido de fenoles de 
preparaciones protéicas de frutos de tomate (cv. Muchamiel) obtenidas mediante protocolo de 
extracción utilizando Trit on X-114 
















extracto crudo 40 41.5 79.2 952 1.90 1.00 100 
sobrenadante 
20000 х  g 38 32.8 65.7 436 2.00 1.05 82 
E1 10 3.6 34.5 n.d. 9.40 4.95 43 
1.5% Triton X-
114 40 7.1 18.6 547 2.60 1.00 100 
E2 36 2.0 18.2 286 8.67 3.33 97 
 
Utilizando el protocolo de extracción que proponemos hemos alcanzado un 
factor de purificación de la actividad PPO cinco veces mayor que en el extracto 
crudo en el caso de la actividad soluble (E1), con un rendimiento del 43%. El 
precipitado resultante de la centrifugación a 20000 х g resuspendido en tampón 
acuoso en presencia de detergente Triton X-114 reveló la presencia de actividad 
PPO en esta fracción particulada. El uso del detergente Triton X-114 se ha 
descrito como una herramienta muy útil para la solubilización y purificación de 
proteínas de membrana (Sánchez-Ferrer y col., 1989b; Bordier, 1981; Sánchez-
Ferrer y col., 1994a y b; Bricker y col., 2001; Bru y col., 1995; Wissing y col., 
2000). Además de su capacidad para la solubilización de proteínas, este 
detergente presenta un punto de turbidez cloud point -temperatura por encima de 
la cual el detergente coalesce y se separa en dos fases- de 23ºC, que permite su 
utilización en un rango de temperaturas compatible con la extracción de proteínas, 
favoreciendo su estabilidad. Esta característica exclusiva del Triton X-114 hace de 
este detergente una herramienta mucho mejor que el resto de detergentes del tipo 
polioxietilenglicol y de carácter no iónico, como el Triton X-100, cuyo punto de 
turbidez se sitúa por encima de los 65ºC (Bru y col., 1995). Tras la separación de 
fases inducida por incubación a 37ºC, la mayor parte del detergente, clorofilas, 
fosfolípidos, algunos fenoles y proteínas muy hidrofóbicas permanecen en la fase 
rica en detergente, mientras que compuestos fenólicos más polares y muchas 
proteínas de membrana quedan en la fase acuosa superior pobre en detergente. 
Prácticamente toda la actividad PPO particulada pudo ser recuperada en la fase 
pobre en detergente tras la separación de fases, que puede ser directamente 
utilizada para su caracterización posterior. Esta última actividad PPO particulada 
sólo se manifestó cuando el precipitado de la primera centrifugación fue sometido 
a digestión en presencia de Triton X-114. La actividad PPO medida en el extracto 
crudo corresponde mayormente a la encontrada en la fracción soluble, por esta 
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razón el factor de purificación alcanzado tras la digestión con detergente se refiere 
a la fracción particulada tratada con Triton X-114 (tabla 2.1). Para esta segunda 
fracción hemos conseguido un factor de purificación de 3.3 con un rendimiento del 
97%. Estas cifras son comparables a las obtenidas en la purificación de PPO de 
fracciones plastídicas de otras fuentes usando Triton X-114, como bayas de uva, 
hojas espinaca y habas (Sánchez-Ferrer y col., 1989 a y b). En la literatura hemos 
encontrado autores que defienden la utilización de Triton X-114 como un paso 
obligatorio en la obtención de la actividad PPO, ya que se trata de una enzima 
parcialmente hidrofóbica anclada a la membrana de los cloroplastos. En nuestro 
estudio hemos conseguido solubilizar y purificar parcialmente la actividad PPO 
particulada (E2) de tomate utilizando la técnica de separación de fases mediante 
uso de Triton X-114, que se ha demostrado que es un método suave (no 
desnaturalizante) de la actividad PPO unida a membranas de frutos de tomate, al 
mismo tiempo que mantiene buena parte de los fenoles separados en la fase rica 
en detergente. Las secuencias de aminoácidos deducidas para cada una de los 
siete genes que codifican para PPO de tomate -A, A, B, C, D, E y F- (Newman y 
col., 1993) demuestran que la PPO madura son proteínas plastídicas -ya que 
presentan dominios que sirven de señalización para su transporte al cloroplasto 
(Bassaham y col., 1991)-. Algunos transcritos (A, A y C) presentan regiones C-
terminal con un comportamiento hidrofóbico, cuya función se ha propuesto como 
de anclaje a la membrana. Este hecho puede explicar la recuperación de parte de 
la actividad de PPO en forma particulada. Sin embargo, una parte mayoritaria de 
la actividad PPO se encuentra siempre en forma soluble. El hecho de encontrar la 
mayor parte de la actividad PPO en la fracción soluble indica que durante la 
homogeneización se ha producido ruptura de los cloroplastos, a pesar de que 
hemos intentado proteger la integridad de estos orgánulos mediante la adición de 
0.3M de sacarosa en el tampón de extracción. Estos resultados pueden apoyar la 
idea de la coexistencia de dos tipos de isoenzimas diferentes en frutos de tomate. 
Un primer tipo son isoenzimas de PPO solubles -B, D, E y F- y otras asociadas a 
la fracción membranosa (ancladas a la membrana) -A, A´ y C-).  
 
 La actividad encontrada en frutos de tomate cultivar Muchamiel ha sido 
similar a aquella encontrada por (Czapski y Saniewski, 1988), en torno a las 200 
unidades en los primeros estadios de desarrollo del fruto y utilizando ácido 
clorogénico como substrato. La PPO presente en E1 y E2 es completamente 
activa. Ambas fracciones fueron incubadas en presencia de tripsina para analizar 
su posible activación mediante proteolisis parcial (Sánchez-Ferrer y col., 1993), 
pero este tratamiento no condujo a incremento de la actividad. Tampoco hemos 
observado incremento de la actividad PPO en ninguna de las dos fracciones en 
presencia de 2 mM SDS (Sánchez-Ferrer y col., 1993; Chazarra y col., 1997). 
Existen numerosos trabajos que muestran que la enzima PPO presente en 
numerosos frutos y vegetales se encuentra en estado latente, por lo que debe ser 
tratada para poder obtener formas de la enzima completamente activas (Kenten, 
1957; Moore y Flurkey, 1990; Chazarra y col., 1997; Dai y Klibanov, 1999; Gowda 
y Paul, 2002; Okot-Kotber y col., 2002). Diferentes tratamientos de las 
extracciones de PPO son capaces de activar la PPO, como son la digestión parcial 
con tripsina o proteinasa K (Marques y col., 1994) o la presencia de detergentes 
aniónicos y catiónicos (Moore y Flurkey, 1990; Okot-Kotber y col., 2002). Podemos 
decir, por lo tanto, que en tomate no existen formas latentes de PPO, dado que 
ninguno de estos tratamientos ha resultado en un incremento de la actividad. 
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2.- EVOLUCIÓN DE LA ACTIVIDAD PPO CON LA MADURACIÓN Y EL 
DESARROLLO: 
 
  Los niveles de PPO y el contenido en fenoles varían dependiendo de la 
especie, cultivar, estadio de desarrollo y maduración (Amiot y col., 1995; Hobson, 
1967). Durante el desarrollo de nuestro trabajo hemos observado que el protocolo 
de extracción y purificación que proponemos a menudo resulta insatisfactorio para 
la obtención de actividad PPO cuando se utilizan tomates obtenidos directamente 
de mercados locales. El hecho de que tomates verdes e inmaduros presentan 
mayor actividad PPO que frutos que ya han sufrido un cambio de color, junto con 
la falta de datos en la bibliografía en este sentido, nos llevó a la necesidad de 
realizar un estudio en donde se llevara a cabo un seguimiento de la actividad PPO 
de frutos de tomate durante el desarrollo y maduración. Para ello hemos utilizado 
frutos de la variedad Muchamiel crecidos en cultivo hidropónico en invernadero. 
Tal y como se muestra en la figura 2.3, aquellos frutos recogidos antes de dos 
semanas de desarrollo post-antesis presentan una actividad PPO 
considerablemente mayor que en estadios posteriores, en los que la actividad 
PPO sufre un rápido descenso hasta niveles muy bajos. La actividad PPO en 
frutos recogidos tras un mes después de la antesis es prácticamente imperceptible 
(utilizando nuestro protocolo de medida espectrofotométrico). Este fenómeno es 
similar para ambas fracciones E1 y E2.  
 
Los ensayos enzimáticos de actividad PPO realizados en diferentes frutas y 
hortalizas muestran que la actividad PPO es mayor en frutos jóvenes y durante los 
primeros estadios de su desarrollo (Vámos-Vigyázó, 1981), hecho que concuerda 
con los resultados obtenidos para frutos de tomate, no obstante, diversas frutas y 
verduras maduras también presentan niveles altos de PPO. Sin embargo, la 
disminución de la PPO con el desarrollo de frutos de tomate contrasta con los 
datos de Hobson (1967), en los que la actividad PPO incrementa con el desarrollo 
y decae durante la maduración. Las diferencias en los resultados obtenidos 
pueden ser atribuidas a variaciones en el protocolo de extracción y en las 
condiciones de medida de actividad enzimática. Frente a las medidas realizadas 
con extractos acetónicos de tomate por Hobson (1967), nosotros proponemos un 
protocolo de extracción acuoso, reproducible y no agresivo para las proteínas 
(figura 2.2).  
 
Diferentes trabajos realizados con anterioridad han mostrado que los 
derivados del catecol son los substratos más adecuados para la medida de la 
reacción de PPO debido a la estabilidad de los compuestos quinónicos 
resultantes. Los productos de oxidación del catecol, usado como sustrato por 
Hobson (1967) son bastante inestables, frente al tert-butil-o-quinona, que es 
extremadamente estable. Así, un método de medida de la enzima inapropiado 
también contribuye a la obtención de resultados distintos. Las variaciones en los 
contenidos de fenoles y de la propia actividad PPO en los frutos de tomate deben 
ser tenidas en consideración para la obtención de resultados. Por esta razón, en 
este trabajo de investigación hemos llevado un control del estadio de desarrollo de 
las diferentes variedades analizadas. Los frutos utilizados en los diferentes 
experimentos fueron recolectados a los ocho-diez días de desarrollo post-antesis.  
 
 
PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE POLIFENOL OXIDASA DE TOMATE Juan Casado Vela 
 





Figura 2.3: evolución de la actividad PPO durante el crecimiento y desarrollo de 
frutos de tomate (L. esculentum cv. Muchamiel). La actividad PPO fue medida 
para ambas fracciones, E1 (-●-) y E2 (-○-) en diferentes estadios del crecimiento 




La presencia de una elevada actividad PPO y fenoles en los estadios 
iniciales del desarrollo del fruto coincide además con el período en el que se 
aparecen los primeros síntomas de podredumbre apical en frutos de tomate.  
 
 
3.- NIVELES DE PPO EN VARIEDADES DE TOMATE: 
 
 
  Una vez demostrada la dependencia temporal de la actividad PPO en 
frutos de tomate, procedimos a determinar sus niveles en frutos de un amplio 
conjunto de variedades de tomate. Hemos analizado una batería de cultivares 
tradicionales que tienen interés comercial a nivel internacional y que presentan un 
elevado grado de homozigosis y seis variedades comerciales híbridas (numeradas 
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Tabla 2.2: actividad PPO en diferentes variedades de frutos de tomate, incluyendo 




activ idad PPO 
(unidades / gramo peso fresco) 
activ idad específica 
(unidades/ mg 
proteína) variedad o 
cultivar 
E1 E2 E1 E2 E1 / E2 Total E1 E2 
Red Mortage Lifter 11.52 2.05 39.73 0.27 149.94 40.00 3.45 0.13 
Holland 14.96 5.40 62.04 2.51 24.77 64.55 4.14 1.05 
Arkansas Traveler 19.44 2.99 79.28 4.73 16.76 84.02 4.08 1.58 
Trucker´s Favourite 18.24 2.14 106.83 28.11 3.80 134.94 5.85 13.13 
Muchamiel* 32.80 2.09 65.71 18.20 3.60 83.90 2.00 8.67 
Hires Rootstock 5.04 1.87 89.30 44.51 2.01 133.81 17.71 23.80 
Italian Hungarian** 24.40 4.28 25.60 13.66 1.87 39.26 1.05 3.19 
Daydream 19.28 3.61 67.89 47.26 1.44 115.15 3.52 13.01 
John Losasso´s 25.92 2.76 75.95 126.30 0.60 202.25 2.93 45.76 
Brandywine (RED) 19.04 2.46 60.91 101.82 0.60 162.73 3.20 41.39 
Amish Paste 3.44 3.61 3.57 6.35 0.56 9.92 1.03 1.76 
Moskovich 5.92 2.09 18.93 59.79 0.32 78.73 3.19 28.60 
P12 (1) 15.68 8.96 1.01 1.23 0.82 2.24 0.06 0.14 
P14 (2) 12.34 12.35 0.78 4.69 0.17 5.47 0.06 0.38 
P8 (3) 11.26 4.56 1.07 0.61 1.75 1.68 0.10 0.13 
Valentin (4) 19.35 8.04 0.62 2.18 0.28 2.80 0.03 0.27 
Richel (5) 22.16 12.27 1.32 3.97 0.33 5.29 0.06 0.32 
Conchita (6) 14.91 11.29 1.67 5.73 0.29 7.40 0.11 0.51 
Las variedades marcadas con asteriscos (*, **) han sido utilizadas para la caracterización cinética, molecular y 
proteómica en los tres capítulos de este trabajo de investigación. 
 
Los resultados de una selección de once variedades representativas se 
muestran en la tabla 1.5, ordenadas según el ratio de actividad E1/E2. El grupo de 
variedades tradicionales muestra un nivel muy superior de PPO en E1, E2 y total 
en comparación con las variedades híbridas comerciales. Observando los niveles 
de E1 y E2 se aprecia que no siempre se reparten de manera regular, sino que 
dependen de la variedad de tomate a estudio. Así, analizando el ratio de 
actividades E1/E2 para diferentes variedades, encontramos valores extremos 
(194.94) para la variedad Red Mortage Lifter con un predominio de la actividad en 
E1, frente a la variedad Moskovich con una actividad PPO muy superior en E2 y un 
ratio de 0.32. En general, los valores de actividad en la fracción E1 son menos 
dispersos que en la fracción E2. Podríamos tomar un grupo de variedades donde 
PPO se muestra predominantemente en la fracción soluble con un ratio superior a 
cinco (>5), debido sobre todo a los bajos niveles de actividad en la fracción E2; un 
segundo grupo que se caracteriza por un ratio actividades intermedio (de 1 a 5) y 
un tercer grupo donde PPO aparece predominantemente en la fracción 
particulada, que presenta ratios invertidos (<1). 
 
A la vista de estos resultados se puede explicar el hecho de que haya muy 
pocos estudios de PPO en frutos de tomate aún tratándose de una especie de 
elevado interés comercial y utilizado, además, como modelo en infinidad de 
estudios en bioquímica y fisiología vegetal. Este dato contrasta con un número 
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considerable de estudios sobre PPO de otros órganos de tomate como hojas y 
tricomas (Yu y col., 1992). Como vemos, el intento de detectar actividad PPO en 
frutos de tomate de variedades híbridas comerciales y/o en estado avanzado de 
desarrollo puede resultar fallido, tal como ocurrió en nuestros primeros intentos. 
No obstante, los resultados muestran fehacientemente que en frutos de tomate la 
actividad PPO puede ser muy elevada, siempre que se escoja el estado fenológico 
y la variedad adecuados. Por tanto, esta memoria de investigación abre la puerta a 
toda una gama de estudios sobre la bioquímica, biología molecular y fisiología de 
la PPO en frutos de tomate, algunos de los cuales hemos abordado en esta tesis 
doctoral. 
 
4.- COMPARACIÓN DE LA ACTIVIDAD PPO DE TEJIDOS AFECTADOS POR 
PODREDUMBRE APICAL Y SANOS: 
 
Desde que la podredumbre apical fue identificada por primera vez como un 
desorden de tipo fisiológico y con un patrón de desarrollo reproducible por Selby 
(1986), esta fisiopatía y sus causas se han convertido en objeto de estudio en sí 
mismo. Numerosos investigadores han atribuido la aparición de podredumbre 
apical en tomate a una deficiencia de calcio (Ca+2) en las regiones distales de los 
frutos, como consecuencia de un aporte insuficiente por los sistemas de transporte 
vasculares desde las raíces a través del floema, siendo uno de los síntomas 
característicos en frutos afectados de tomate el ennegrecimiento de las áreas 
distales. Cualquiera que sea la causa de aparición de podredumbre apical, un 
síntoma característico es esta fisiopatía es la aparición de pardeamiento en la 
parte distal de frutos de tomate. Revisiones recientes de este fenómeno resaltan la 
modulación de la aparición de podredumbre apical como consecuencia de factores 
alternativos, como la aparición de situaciones de estrés (Saure, 2001), por lo tanto, 
es obvio que son necesarias nuevas investigaciones para poder explicar otros 
factores que afectan a la aparición de esta fisiopatía, sobre todo desde el punto de 
vista molecular. La acción de PPO como causante del pardeamiento de tejidos 
dañados en frutos y vegetales es un hecho ampliamente demostrado, no obstante, 
la desaparición de PPO en frutos de tomate desarrollados puede resultar 
contradictoria o paradójica con su implicación en el pardeamiento de las zonas de 
fruto afectados por podredumbre apical. 
 
Teniendo esto en consideración, nuestra hipótesis de trabajo se basa en el 
hecho de que el cambio de coloración en los tejidos de fruto afectados por 
podredumbre apical puede ser consecuencia de la oxidación enzimática de 
fenoles a quinonas por acción de la PPO y su posterior polimerización. 
 
 Dado que no todas las variedades de tomate son igualmente susceptibles a 
la aparición de la fisiopatía, en este experimento hemos utilizado la variedad Italian 
Hungarian Paste, que es especialmente susceptible a la manifestación de 
podredumbre apical. Más del 20% de los frutos desarrollan síntomas de 
podredumbre apical en esta variedad en nuestras condiciones de cultivo, frente a 
frutos cultivar Muchamiel, donde menos de un 1% de los frutos muestran este tipo 
de afección.  
 
 Los frutos fueron divididos en dos mitades dando lugar a una parte distal 
con tejidos necrotizados y una parte proximal aparentemente sana. Comparando 
la actividad PPO de ambas mitades (tabla 2.3) pudimos comprobar que la 
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actividad de las dos fracciones E1 y E2 se incrementa en la región afectada por 
podredumbre apical (parte distal). La actividad PPO en la fracción particulada E2  
fue treinta veces superior, y la soluble E1 casi tres veces mayor. 
 
Tabla 2.3: niveles de actividad PPO en correlación con la aparición de podredumbre 
apical en frutos de tomate cultivar Italian Hungarian Paste 
activ idad PPO 
(unidades/gr peso fresco) 
tejido sano (control) tej ido afectado por podredumbre apical 
E1 E2 E1 E2 
25.6 13.66 73.72 407.34 
 
Hobson (1967), observó que los tejidos de frutos afectados por 
podredumbre apical mostraban unos niveles de actividad PPO superiores a los 
tejidos no afectados del mismo fruto. Por ejemplo, este incremento es de 2.5 
veces en la variedad Immuna y de 3.5 veces en la variedad Potentae, hechos que 
concuerdan con nuestros resultados. Además, los datos obtenidos por Hobson 
(1967) corresponden a la actividad PPO soluble, cuyo incremento es del mismo 
orden de magnitud que el obtenido para E1 en nuestros experimentos. Los datos 
originales obtenidos para la fracción E2 revelan que la actividad PPO puede sufrir 
un incremento mucho más elevado que los mostrados por Hobson. Tal y como 
hemos descrito, la enzima PPO obtenida de frutos de tomate utilizando nuestro 
protocolo de extracción es completamente activa, por lo que podemos especular 
que el incremento de actividad sufrido como consecuencia de aparición de 
podredumbre apical puede ser debida a la inducción de la síntesis de PPO como 
consecuencia de una respuesta programada de la planta. El carácter inducible de 
la síntesis de PPO en hojas de tomate ha sido demostrada con anterioridad 
utilizando plantas sometidas a condiciones de estrés biótico y abiótico (Couture y 
col., 1993; Schneider y Ulrich, 1994; Thipyapong y col. 1995; Constabel y col., 
2002). 
 
5.- CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE LAS FRACCIONES DE PPO: 
 
 El hallazgo de dos fracciones, soluble y particulada, con actividad PPO en 
frutos de tomate nos condujo a la determinación y análisis comparativo de las 
constantes cinéticas y otras propiedades en ambas preparaciones enzimáticas 
para poder establecer su posible relación. Para ambas fracciones, la tasa de 
reacción es proporcional a la concentración de enzima en un abanico amplio de 
concentración de enzima en el medio de reacción (de 1 a 200 µl de ambas 
fracciones enzimáticas sin diluir en un mililitro de medio de reacción). Los 
parámetros cinéticos fueron determinados utilizando dos substratos artificiales, 4-
metilcatecol (4MC) y tert-butilcatecol (TBC) como se muestra en las figuras 2.4 y 
2.5. Ambas fracciones enzimáticas, E1 y E2, mostraron una cinética micaeliana 
para ambos substratos, 4MC y TBC (figura 2.4).  
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Figura 2.4: cinéticas micaelianas de E1 (arriba) y E2 (abajo)  ensayados con 
 TBC(-●-) y 4MC (-○-). 
 
Tal y como se muestra en la figura 2.5 y tabla 2.4, los valores de Km para E1 
utilizando TBC (Km=1.93 mM) y 4MC (Km=1.64 mM) fueron muy similares. 
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Figura 2.5: determinación de la Km de E1 (arriba) y E2 (abajo) de PPO de 
frutos de tomate. Determinaciones realizadas para TBC (-●-) y 4MC (-○-). 
 
Los valores de Km para E2, (2.54 mM utilizando TBC y 2.43 mM utilizando 
4MC) también fueron muy parecidos y ligeramente superiores a aquellos 
encontrados en E1. Ambas fracciones enzimáticas catalizan mejor la oxidación de 
4MC que TBC, a juzgar por los ratios Vmax4MC/ VmaxTBC. 
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Tabla 2.4: constantes cinéticas determinadas para preparaciones de PPO de frutos 
de tomate (cv. Muchamiel ) utilizando dos substratos (4MC y TBC) 
 Km (mM) Vmax4MC/VmaxTBC 
 4MC TBC  
E1 1.64 1.93 1.89 
E2 2.43 2.54 2.51 
 
La figura 2.6 muestra los perfiles normalizados de pH para ambas 
preparaciones enzimáticas utilizando TBC como substrato. 
























Figura 2.6: perfiles de pH normalizados de la actividad PPO de frutos de tomate. 
Los perfiles fueron determinados para ambas fracciones, E1 (-●-) y E2 (-○-) 
utilizando tert-butil catecol (TBC) como substrato. Las actividades medidas al pH 
óptimo fueron 77 µM/minuto para E1 y 8 µM/minuto para E2. 
 
Los perfiles de pH fueron muy similares, incluyendo, en ambos casos, un 
máximo relativo una unidad de pH por encima de pH óptimo en cada caso. A 
pesar de que el perfil es muy similar, la curva de pH para E1 está desplazada 
media unidad de pH con respecto a la curva de pH para E2, con máximos 
respectivos a 5.0 y 4.5 unidades. En general, en la bibliografía se recogen dos 
tipos de PPOs dependiendo de su pH óptimo para plantas superiores. El primer 
tipo son PPOs acídicas, con pH óptimo en torno a 4.5 unidades descritas en 
manzana, berenjena, patatas, peras, olivas y uva (Sánchez-Ferrer, 1989a; Fujita y 
Tono, 1981; Tono y col., 1986; Murata y col., 1997; Pérez-Gilabert y García-
Carmona, 2000), y un segundo grupo con pH óptimos ligeramente superior (pH 7-
8) descritas en kiwi, cereza y piña (Fujita y Tono, 1981, Benjamin y Montgomery, 
1973; Das y col., 1997). De acuerdo con estos resultados y clasificación general, 
podemos decir que las PPOs de tomate pertenecen al grupo acídico.  
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La figura 2.7 muestra los perfiles normalizados de la actividad PPO de 
ambas preparaciones incubando a diferentes temperaturas utilizando TBC como 
substrato. Estos perfiles muestran algunas diferencias, aunque no importantes, en 
cuanto a la temperatura óptima y forma del perfil. El perfil de temperatura obtenido 
para E1 es más amplio que en el caso de E2, encontrando máximos de actividad a 
45ºC y 40ºC respectivamente (figura 2.7). 
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Figura 2.7: perfiles normalizados de temperatura de PPO de frutos de tomate. Los 
perfiles fueron determinados para ambas fracciones, E1 (-●-) y E2 (-○-) en tampón 
acetato 0.1 M, pH 5.0, utilizando TBC como substrato. Las actividades a la 
temperatura óptima fueron 225 µM/minuto para E1 y 22 µM/minuto para E2. 
 
En ambos casos la actividad decae paulatinamente tras alcanzar el 
máximo, lo que indica una buena estabilidad térmica en ambos casos. Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos para PPO de uva (Das y col., 1997), pero 
difieren considerablemente de aquellos publicados en ciruela (Sánchez-Ferrer y 
col., 1989a y b) y melocotón (Siddiq y col., 1992), cuya temperatura óptima se 
encuentra en torno a 20ºC y 37ºC respectivamente.  
 
La figuras 2.8 y 2.9 y tabla 2.5 muestran la cinética de primer orden y las 
constantes de inactivación térmica (Ki) obtenidas mediante incubación de ambas 
preparaciones a diferentes temperaturas (tal y como se muestra en las gráficas 
semilogarítmicas que muestran las curvas de inactivación).  
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Figura 2.9: constantes Ki para E1 y E2.Cálculos realizados incubando cada una de 
las preparaciones enzimáticas a 40ºC (-●-), 50ºC (-○-), 60ºC (-▼-) y 70ºC (-∆-). 
 
 
Tabla 2.5: constantes Ki para E1 y E2 
 valores de Ki (1/min) 













* n.d.= no determinada 
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Temperatura de incubación (ºC)


















Figura 2.10: cinética de inactivación térmica de primer orden para PPO de frutos 
de tomate. Las constantes de inactivación fueron determinadas para ambas 
fracciones E1 (-○-) y E2 (-●-) entre 40 y 70ºC. 
 
 
La fracción E2 una estabilidad térmica considerablemente mayor que E1 en 
el rango de temperaturas ensayado (figura 2.10 y tabla 2.5). De esta forma, la 
incubación de E1 a 50ºC durante 15 minutos causa un 50% de pérdida en la 
actividad PPO, por el contrario, la actividad PPO de E2 se mostró prácticamente 
invariable en las mismas condiciones. Estos resultados sugieren que la estructura 
general de las enzimas encontradas en ambas fracciones puede ser diferente. Los 
datos bibliográficos relacionados con estabilidad térmica de PPOs de diferentes 
fuentes varían notablemente dependiendo de la fuente de enzima. Pérdidas de 
actividad PPO del 50% han sido constatadas para algunos frutos tras incubar 19 
minutos a 75ºC (Ben-Shalom y col., 1977). La inactivación térmica de PPO de 
tomate es un fenómeno rápido a temperaturas superiores a 65ºC, lo mismo que en 
níspero (Ding y col., 1998a y b). 
 
 Los ensayos de especificidad por substrato en ambas preparaciones 
utilizando una batería de o-difenoles (que incluye substratos sintéticos y naturales) 
muestran que diferencias en la estructura y la sustitución de radicales en la 
posición 4 del anillo o-difenólico puede generar diferencias importantes en la 
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Tabla 2.6: estructura, longitud de onda óptima y coeficientes de extinción de los diferentes 
substratos ensayados para la medida de la actividad PPO de frutos de tomate 
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Estos resultados se muestran en las medidas de actividad realizadas 
utilizando substratos de tamaño grande, como epicatequina, ácido clorogénico y 
su ácido no esterificado, ácido caféico. También hemos encontrado diferencias 
significativas en el caso de utilización de substratos naturales que presentan 
carga, como ácido protocatéquico, dopamina y L-DOPA, así como los substratos 
sintéticos pirocatecol, 4-metilcatecol y 4-tert-butilcatecol. La figura 2.11 muestra 
los resultados de la medida de actividad PPO en ambas fracciones normalizadas 
(la normalización se realiza dividiendo los resultados por el valor de la medida 


































































Figura 2.11: especificidad por substrato de PPO de frutos de tomate. Las 
reacciones fueron medidas como µM de producto/minuto utilizando una 
concentración 5mM de cada uno de los substratos. Las medidas de actividad de 
cada una de las fracciones (E1 -gris claro- y E2 -gris oscuro-) fueron normalizadas 
teniendo en cuenta la tasa de actividad para el mejor de los substratos, que resultó 
ser ácido clorogénico en ambos casos. Los valores de actividad PPO utilizando 
una concentración de ácido clorogénico de 5mM fue 381 µM/minuto para E1 y 33 
µM/minuto para E2. 
 
 
Los perfiles en este caso también fueron muy similares, con algunas 
diferencias cuantificables para los substratos sintéticos 4MC y TBC. Hemos de 
destacar la baja actividad obtenida para el substrato ácido caféico en comparación 
con el ácido clorogénico, ya que ambos son compuestos cargados negativamente 
en el medio de reacción. De los resultados obtenidos se deduce que variables 
como la carga, negativa o positiva, cerca del anillo fenólico interfiere en el proceso 
catalítico, resultando en una disminución de la actividad. Tal es el caso del ácido 
PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE POLIFENOL OXIDASA DE TOMATE Juan Casado Vela 
 
  - 56 - 
 
caféico, ácido protocatéquico, dopamina y L-DOPA. La substitución de un grupo 
carboxílico en la posición 4 por un grupo metilo, como en el caso del 4MC, da 
lugar a un incremento importante de la actividad, mientras que la eliminación de 
este grupo, para dar pirocatecol, no genera un efecto significativo. Concluimos, por 
lo tanto, que la substitución en la posición 4 del anillo fenólico es de gran 
importancia para la actividad catalítica, siempre y cuando no genere alteración del 
estado de carga en la molécula en general. La introducción de un grupo metilo 
hidrofóbico y de pequeño tamaño parece causar un mejor efecto en la actividad 
catalítica que la sustitución por un radical hidrofóbico de mayor tamaño, como es 
el caso del tert-butil. El substrato epicatequina, aunque no comporta carga, puede 
presentar algún tipo de impedimento estérico en posiciones cercanas a la posición 
4 del anillo fenólico. Ambas fracciones (E1 y E2) tienen una especificidad por 
substrato muy similar. El ácido clorogénico, tert-butilcatecol y 4-metilcatecol se 
mostraron como los substratos más eficientes.  
 
 Las diferencias encontradas entre las diferentes características cinéticas 
determinadas E1 y E2, y sobre todo las diferencias encontradas en la estabilidad 
térmica determinada en ambas fracciones, aportan nuevas evidencias y apoyan 
que ambas preparaciones corresponden a dos isoenzimas PPO diferentes. 
Muchas isoenzimas halladas en diferentes tejidos de plantas muestran 




El control del pardeamiento enzimático de frutos y vegetales se ha 
convertido en un área de investigación independiente debido a su relevancia en la 
industria alimentaria. A pesar de la gran cantidad de datos acumulados sobre 
inhibición de pardeamiento de alimentos y a pesar de que las reacciones que 
subyacen en este tipo de fenómenos son bien conocidas, no existe en la 
actualidad una solución única y definitiva para este problema en la industria 
alimentaria. En la actualidad se están llevando a cabo estudios para determinar la 
capacidad y mecanismo de inhibición de numerosos compuestos (Vámos-Vigyázó, 
1981).  
 
Un amplio abanico de compuestos y tratamientos químicos (como 
acidulantes, haluros, compuestos quelantes de cobre, compuestos reductores y 
antioxidantes) han sido estudiados por su capacidad para prevenir el 
pardeamiento enzimático (Vámos-Vigyázó, 1981), pero su buen funcionamiento 
como inhibidores enzimáticos a menudo es incompatible con la manufacturación 
de derivados y zumos vegetales a nivel industrial, ya que pueden presentar 
efectos perniciosos para la salud y toxicidad. (Taylor, 1986, Sayavedra-Soto y 
Montgomery, 1986). Nosotros hemos monitorizado el efecto de cuatro familias de 
compuestos con actividad inhibidora sobre PPO de frutos de tomate (tabla 2.7). 
Estos cuatro tipos de compuestos inhibidores incluyen agentes reductores (ácido 
ascórbico, pirosulfito de sodio, y compuestos que contienen grupos tiol), un 
análogo estructural (tropolona), sales de haluros (NaCl, NaF) y, por último, un 
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Tabla 2.7: compuestos inhibidores de actividad PPO 





pirosulfito de sodio disulfito de sodio metabisulfito de sodio 
L-cisteína (R)-(+)-cisteína 
glutatión γ -L-glutamil-L-cisteinil glicina. 













tropolona análogo estructural 
2-hidroxi-2,4,6-cicloheptatrienona 
2-hidroxi-2,4,6-cicloheptatrienona 






fluoruro sódico NaF 
cloruro de sodio haluros NaCl 
 
 
En la tabla 2.8 mostramos el efecto de diferentes inhibidores sobre ambas 
fracciones enzimáticas obtenidas con nuestro protocolo de extracción en tomate 
utilizando TBC como substrato y tres concentraciones diferentes de compuesto 




Tabla 2.8: efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad PPO de frutos de 
tomate cv. Muchamiel 
 actividad residual (%) 
 E1  E2  
 concentración de inhibidor 
inhibidor 10 mM 1 mM 0.1 mM 10 mM 1 mM 0.1 mM 
tiourea 63.30 94.89 97.93 77.22 84.94 125.09 
2- mercaptoetanol n.d. n.d. 25.13 n.d. n.d. 18.72 
L-glutatión n.d. 16.93 33.44 n.d. n.d. 9.49 
L- cisteina n.d. 10.27 38.98 n.d. 14.09 26.37 
DL- dit iotreitol n.d. n.d. 11.22 n.d. 18.76 59.69 
pirosulf ito sódico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 21.81 
ácido ascórbico  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
NaCl 94.57 100.21 96.42 64.09 91.12 101.15 
NaF 28.55 61.78 80.89 11.77 26.48 47.41 
tropolona n.d. n.d. 13.31 2.42 7.95 28.03 
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Siguiendo con la tendencia de los datos publicados para otras PPOs, los 
agentes reductores, el análogo estructural y el compuesto quelante de cobre 
actúan como agentes fuertemente inhibidores incluso a concentraciones muy 
bajas, mientras que las sales de compuestos halogenados son inhibidores 
moderados. Observando los datos de inhibición obtenida por los diferentes 
compuestos, llegamos a la conclusión de que existen diferencias en el 
comportamiento que muestran las dos preparaciones. Así, la fracción E2 se mostró 
mucho más sensible al efecto del tripéptido con poder reductor glutatión, que 
puede ser encontrado de forma natural en los tejidos vegetales, mientras que E1 
se mostró mucho más sensible al compuesto reductor sintético ditiotreitol. En 
general, podemos decir que los compuestos que contienen grupos sulfidrilo actúan 
como buenos inhibidores de la actividad PPO de frutos de tomate. El mecanismo 
de inhibición de los grupos tiol puede ser debido a su adición a las quinonas para 
formar aductos incoloros o, alternativamente, se pueden unir al centro catalítico de 
la enzima. La buena capacidad de los grupos tiol para actual como inhibidores de 
la actividad PPO ha sido ampliamente descrita por otros autores (Golan-Goldhirsh 
y Withaker, 1984; Sayavedra-Soto y Montgomery, 1986; Friedman, 1994; Dudley y 
Hotchkiss, 1989, Walker y Reddish, 1964; Richard-Forget y col., 1992; Sanada y 
col., 1972, Negishi y Ozawa, 2000), pero el efecto inhibitorio depende en gran 
medida de la estructura de la molécula que contiene estos grupos tiol y su posición 
dentro de la misma (Friedman, 1994). La cisteína es un aminoácido que contiene 
un grupo sulfidrilo cuyo efecto inhibidor de la actividad PPO está bien 
documentado (Walker y Reddish, 1964; Dudley y Hotchkiss, 1989; Richard-Forget 
y col., 1992). En este caso, las quinonas reaccionan con la cisteína mediante un 
mecanismo no catalítico para formar aductos incoloros (Sanada y col., 1972; 
Negishi y Ozawa, 2000). Ambas fracciones se mostraron igualmente sensibles 
frente a compuestos fuertemente reductores, como pirosulfito de sodio y ácido 
ascórbico. La actividad PPO de E1 fue totalmente inhibida por efecto del ácido 
ascórbico o pirosulfito de sodio incluso a concentraciones muy bajas (0.1 mM). La 
buena capacidad de inhibición de la PPO de compuestos que contienen grupos 
sulfidrilo (pirosulfito de sodio, ácido ascórbico) ha sido ampliamente descrita para 
diferentes frutos y vegetales (Harper y col., 1969; Saers y Ziolkowski, 1987; Hus y 
col., 1988). Ambos compuestos, pirosulfito y ácido ascórbico, actúan como 
antioxidantes mediante la reducción de las quinonas a sus formas fenólicas 
originales, evitando, por lo tanto, las reacciones secundarias que dan lugar a 
compuestos poliméricos de colores oscuros (Harper y col., 1969, Hus y col., 1988). 
Existen trabajos que sugieren que el pirosulfito presenta un mecanismo de acción 
mixto, como antioxidante y como inhibidor formando complejos enzima-inhibidor 
(Valero y col., 1992). El fluoruro de sodio tiene un efecto inhibidor claramente 
superior que el cloruro de sodio. La actividad PPO de E2 se mostró más sensible 
que E1 en ambos casos. A pesar de que el cloruro de sodio tiene un efecto 
inhibidor sobre la PPO de nuestras preparaciones, a veces se ha descrito que 
puede presentar un efecto activador o inhibidor dependiendo del pH del medio de 
reacción -puede actuar como un inactivador inespecífico cuando el pH es inferior a 
5.0, lo cual concuerda con el mecanismo de inhibición propuesto para lo iones 
cloruro, capaces de unirse a las dos formas protonadas de la enzima, a la enzima 
libre y al complejo enzima-substrato (Valero y García-Carmona, 1998). También 
hemos podido cuantificar un efecto de inhibición mayor del agente quelante de 
cobre (DEDTC) sobre E2 que sobre E1, dato que sugiere que la unión de cobre al 
centro catalítico es más fuerte en el caso de E1. El análogo estructural tropolona 
presentó un mayor efecto de inhibición sobre E1, en comparación con E2. Nuestros 
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resultados concuerdan con aquellos descritos por Ding y col. (1998) para inhibir 
PPO de níspero, donde compuestos como ácido ascórbico, dietil ditiocarbamato y 
metabisulfito inhiben casi por completo la reacción de oxidación incluso a baja 
concentración. Entre los compuestos tiólicos, muchos investigadores han 
constatado que la inhibición más potente se produce en presencia de tiourea 
(Zhou y col., 1993). PPO de tomate, como en el caso del níspero, también 
presenta una fuerte inhibición en presencia de fluoruro sódico y azida sódica (10 
mM) y también con cloruro sódico a elevadas concentraciones. 
 
 El estudio del efecto de los diferentes compuestos inhibidores sobre la 
actividad PPO presente en E1 y E2 muestran diferencias cuantitativas entre ambas 
fracciones. Los resultados aportan nuevas evidencias de la presencia de dos 
isoenzimas de PPO diferentes en frutos de tomate. 
 
6.- ACTIVACIÓN DE PPO EN PRESENCIA DE COBRE: 
 
Las enzimas PPOs son metaloproteínas que presentan dos dominios de 
unión a cobre en forma de Cu+2 (CuA y CuB) (Newman y col., 1993; Klabunde y 
col., 1998). Los dos iones de cobre, que forman parte del centro catalítico de las 
PPOs, se unen mediante interacciones fuertes tanto al precursor como a la enzima 
madura (Sommer y col., 1994). En la literatura se ha descrito la pérdida de 
actividad como consecuencia de la pérdida de estos átomos de cobre durante los 
procesos de extracción y purificación. 
 
Mediante incubación de extractos enzimáticos en presencia de iones de 
cobre (Cu+2) utilizando tampones que contienen diferentes concentraciones de 
acetato de cobre y sulfato de cobre hemos podido cuantificar la activación de PPO 
(tabla 2.9).  
 
Tabla 2.9: activación por cobre de PPO (fracción E1). Actividad relativa (%) con 
respecto a la actividad PPO incubada durante el mismo tiempo en ausencia de cobre 
en el medio 
acetato de cobre 
(mM) 




(minutos) 0.1 1 10 0.1 1 10 
5 126.8 133.5 207.9 118.8 160.3 177.4 
20 133.8 140.9 229.7 109.1 171.5 187.4 
 
Aunque ambas fuentes de cobre (sales de acetato y de sulfato) mostraron 
capacidad de activación de PPO de frutos de tomate, el acetato de cobre mostró 
una mayor eficiencia que la sal de sulfato. Considerando que la actividad de 
referencia en condiciones estándar oscila en torno a 1.3 Unidades/ml, la activación 
utilizando acetato de cobre (10 mM concentración final) como donador del metal 
provocó una activación de 2.07 veces en los primeros cinco minutos de incubación 
y hasta 2.29 veces a mayor tiempo de incubación (20 minutos).  
 
 La ganancia de actividad PPO de nuestras preparaciones protéicas 
mediante incubación de la enzima en presencia de Cu+2 evidencian el hecho de 
que una proporción de esta enzima se encontraba parcialmente inactiva, y 
argumenta la posibilidad de pérdida de estos átomos de cobre de las enzimas 
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PPOs durante la extracción. La fracción E1 mostró la activación de PPO en 
soluciones que contienen cobre utilizando tert-butil catecol como substrato.  
 
 En consonancia con la existencia de múltiples genes que codifican para 
PPOs en tomate dando, al menos, seis productos génicos primarios, nuestro 
protocolo de extracción es capaz de diferenciar dos fracciones con actividad PPO. 
Dichas fracciones presentan diferencias y semejanzas en las propiedades 
estudiadas. Así, el perfil de pH, el perfil de temperatura, las constantes cinéticas y 
la especificidad de sustrato son muy similares, pero hay diferencias importantes en 
la estabilidad térmica, en el comportamiento frente a inhibidores, en su ratio entre 
variedades y en la inducción en tejidos afectados por podredumbre apical. En 
general, las propiedades diferenciadoras guardan relación con la estructura de la 
proteína y su expresión, por lo que es razonable pensar que en cada fracción hay 
productos génicos diferentes, aunque no se puede descartar que las diferencias 
se deban, al menos en parte, a modificaciones postraduccionales de uno o más 
productos génicos. 
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El estudio bioquímico de las PPOs de frutos de tomate presentado en el 
capítulo anterior aporta evidencias para apoyar la hipótesis de que existe más de 
un tipo de PPO en este órgano. Respecto de la implicación de la enzima con la 
podredumbre apical es importante determinar el tipo de isoenzima expresada tanto 
en frutos sanos como en frutos afectados, ya que esta información podría arrojar 
luz sobre el papel desempeñado por la enzima. La continuación de los estudios 
enzimáticos de las PPOs encontradas en las fracciones E1 y E2, las cuales pasan 
por obtener preparaciones de alta pureza y determinar el tipo de isoenzimas según 
secuencias parciales del polipéptido, representan una vía experimental para dar 
respuesta al planteamiento anterior. Gracias al extenso conocimiento de los genes 
que codifican para PPO en tomate, la aproximación experimental utilizando 
técnicas de biología molecular es preferible al anterior, ya que el análisis de las 
isoenzimas presentes, basada en la expresión de los genes correspondientes, es 
mucho más rápido, técnicamente más sencillo y también más económico. 
Además, se crean recursos en forma de librerías génicas útiles para profundizar 
en el estudio de las PPOs y su función. 
 
De acuerdo con los estudios de Newman y col. (1993) en plantas de tomate 
se pueden encontrar (potencialmente) hasta seis isoenzimas de PPO diferentes. 
La enzima polifenol oxidasa (PPO) de tomate está codificada por una familia de 
siete genes que dan lugar a seis productos génicos distintos: A=A’, B, C, D, E y F, 
cuyas secuencias son accesibles a través de bases de datos públicas como se 
describe en la tabla 3.1 (Newman y col., 1993). Los análisis de las secuencias de 
aminoácidos deducidas de las secuencias de nucleótidos de cada uno de los siete 
genes de PPO de tomate indica que la PPO es una proteína plastídica ya que 
contienen un péptido de señalización de transporte al cloroplasto (Dahlin y Cline, 
1991; Cline y col., 1992; Newman y col., 1993; Koussevitzki y col., 1998). El 
trabajo de Koussevitzky (1998) incluso propone una secuencia señalizadora de 
transporte a la membrana de los tilacoides para PPOA de tomate.  
 
En las bases de datos se encuentran publicadas secuencias clonadas de 
cDNAs que codifican para PPO (LEcFaflp065, LEcFaflp064). En los últimos años 
también se han desarrollado librerías de secuencias expresadas (expressed 
sequence tags ESTs) en plantas de tomate. Algunas de estas librerías contienen 
información adicional de secuencias parciales que codifican para PPO de tallos 
(AI490781), raíces (BF098000, AW224732), tricomas (AW224732) y yemas 
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Tabla 3.1: números de acceso de secuencias que 
codifican para PPO de tomate en bases de datos 
 Número de acceso 
Isoenzima NCBI / EMBL SWISS-PROT 
PPOA Z12833 / S60981 Q08303 
PPOB Z12834 / S60979 Q08304 
PPOC Z12835 / S60982 Q08305 
PPOD Z12836 / S60980 Q08306 
PPOE Z12837 / S61013 Q08307 
PPOF Z12838 / S60978 Q08296 
LEcFaflp065 CD5791636 - 
LEcFaflp064 CD579162 - 
EST241489 AI490781 - 
EST416073 BF098000 - 
EST298179 AW398332 - 
EST303175 AW224732 - 
EST296685 AW217970 - 
EST296421 AW217707 - 
EST290257 AW154864 - 
 
 
Hasta el momento, no existe información en forma de secuencias de 
nucleótidos que codifican para PPO de frutos de tomate. Sin embargo, existen 
trabajos experimentales encaminados a la detección de transcritos de PPO en 
tomate, se basan en sondas moleculares específicas dirigidas contra las distintas 
isoenzimas (Thipyapong y col., 1997), pero la gran similitud existente entre las 
diferentes secuencias génicas sólo ha permitido el diseño de dos sondas 
moleculares específicas y dos parcialmente específicas para los seis transcritos, 
que hibridan respectivamente con A/C, B, D y E/F. La imposibilidad de fabricar 
sondas de RNA para todas y cada una de las secuencias de PPO de tomate de 
manera independiente limita la capacidad resolutiva de esta aproximación 
experimental y obliga al empleo de estrategias alternativas que aseguren el tipo (o 
tipos) de isoenzima expresado. Estas sondas han sido utilizadas para estudiar el 
patrón de expresión espacio-temporal de PPO mediante técnicas de hibridación in 
situ. En frutos jóvenes de hasta siete días de desarrollo post-antesis se han 
detectado transcritos que hibridan con cada una de las cuatro sondas descritas 
(Thipyapong y col., 1997). En este trabajo hemos desarrollado una estrategia 
alternativa que permitiría la identificación específica de transcritos de cada una de 
las isoenzimas y que se basa, precisamente, en este elevado grado de homología 
entre las secuencias. La estrategia consiste en la creación de una librería en E. 
coli de cDNA de PPO presente en frutos de tomate sanos y afectados. La 
identificación de isoenzimas se lleva a cabo mediante secuenciación parcial de los 
clones o mediante análisis de fragmentos de restricción de los insertos de cDNA. 
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1.- SOLUCIONES UTILIZADAS: 
 
 A continuación se recogen una serie de disoluciones y tampones de uso 
generalizado para la aplicación de las técnicas de biología molecular, clonaje y 
secuenciación de ácidos nucleicos que se utilizan en este capítulo: 
 
Disolución de bromuro de etidio 
El reactivo original se prepara a una concentración de 5 mg/ml, apropiada para 
todas las aplicaciones en biología molecular. El reactivo preparado de esta 
manera se puede almacenar en frío (4ºC) por tiempo indefinido. 
 
Tampón Tris-Bórico-EDTA (TBE) 10X 
Disolución estéril que contiene 108 gramos de Tris-base, 55 gramos de ácido 
bórico, 40 ml EDTA 0.5 M. Una vez disueltos los reactivos se ajusta el pH a 8.3. 
Este tampón se prepara concentrado (10X) para facilitar su preparación y 
almacenamiento. En todas las aplicaciones se utiliza diez veces más diluido (1X) 
en agua ultrapura. 
 
Tampón de carga para geles de agarosa 
Contiene 0.09% (p/v) de xileno cianol, 0.09% (p/v) de azul de bromofenol, 0.09% 
(p/v) de naranja G, 60% (v/v) glicerol y 60 mM EDTA. A este tampón de carga se 
añade 0.025% (p/v) de bromuro de etidio. El tampón preparado de esta forma se 
esteriliza con ayuda de un filtro de jeringa de 0.22 µm de tamaño de poro y 25 
milímetros de diámetro -Millipore-. El tampón de carga generalmente se utiliza a 
razón de 10 (solución de ácidos nucleicos):1 (tampón de carga) (v:v). 
 
Marcadores de peso molecular de DNA: Hemos utilizado dos tipos de 
marcadores de peso molecular, ambos preparados a una concentración de 10 ng 
DNA/µl en tampón TBE. La electroforesis en gel de agarosa de los marcadores de 
DNA utilizados generan una serie de bandas de DNA de tamaño conocido (pares 
de bases) tal y como se describe a continuación: 
 
Lambda-pUC Mix DNA Marker 4 
Suministrador 
nº catálogo 
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DNA Molecular Weight Marker VI 
Suministrador 
nº catalogo 






con enzimas de 
















Tampón de extracción de RNA total 
Contiene 100 mM Tris-HCl; 200 mM NaCl, 15 mM EDTA y 0.5% (p/v) 
sarcosil (N-lauril sarcosina, sal sódica). Al tampón estéril hay que añadir 






Preparación de geles de agarosa: Generalmente se utilizan geles de 
agarosa 0.7% (p/v) (GSI MOLECULAR NETLINE -Need-). La disolución de la 
agarosa se realiza en tampón TBE. Hemos utilizado la cubeta de electroforesis 
horizontal marca ECOGEN E1, portageles (6.5 centímetros ancho х 8 centímetros 
longitud) y portapeines E1-P061010 de 1 milímetro de ancho y 6 posiciones. 
 
Electroforesis de ácidos nucleicos: Hasta 15µl de solución de ácidos 
nucleicos son cargados en cada uno de los pocillos de geles de agarosa para su 
separación mediante aplicación de una diferencia de potencial a voltaje constante 
(80 V) generado por una fuente de alimentación Electrophoresis Power Supply 
EPS 601 (Amersham Biosciences). Las bandas teñidas con bromuro de etidio se 
visualizaron con ayuda de un transiluminador UV Spectroline, modelo TC-312. 
 
Purificación y concentración de ácidos nucleicos: La purificación de 
cadenas de ácidos nucleicos a partir de disoluciones acuosas y la recuperación de 
cadenas de nucleótidos de bandas recortadas de geles de agarosa se realiza con 
el kit comercial GFX PCR DNA gel Band Purification Kit -Amersham Biosciences-. 
Se trata de un kit de purificación basado en centrifugaciones utilizando microviales 
de 0.5 ml y centrifugación de las soluciones de ácidos nucleicos. Las cadenas de 
ácidos nucleicos de interés quedan retenidas en viales que contienen un relleno 
de fibra de vidrio y que, además, es capaz de eliminar los cebadores incorporados 
en exceso en reacciones de PCR, disolver los restos de agarosa y de 
desnaturalizar proteínas interferentes (DNAsas).  
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Cuantificación de ácidos nucleicos en placas de agarosa con bromuro 
de etidio: Se preparan 20 mililitros de agarosa 0.8% (p/v) en tampón TBE. 
Fundimos la agarosa en el microondas y dejamos enfriar hasta alcanzar una 
temperatura no superior a 50ºC. Se añaden 20 µl de bromuro de etidio, se mezcla 
y se vierte en placas Petri de 90 mm de diámetro (20 ml por placa). Se prepara 
una recta patrón de soluciones de DNA de concentración conocida en tampón 
EDTA 100 mM (pH 8.0) utilizando como fuente de DNA marcador de peso 
molecular Molecular Weight Marker VI -Roche-. Las concentraciones utilizadas son 
las siguientes: 100 ng/µl; 75 ng/µl; 50 ng/µl; 25 ng/µl; 10 ng/µl. Sobre la superficie 
de la agarosa se deposita 1 µl de cada solución de la recta patrón y de los 
extractos de ácidos nucleicos cuya concentración queremos estimar. Las placas 
preparadas de esta forma se almacenan en oscuridad durante 15 minutos. 
Transcurrido este tiempo, las concentraciones de ácidos nucleicos se estiman 
comparando el brillo relativo de cada una de las gotas con el brillo de la recta 
patrón de concentraciones conocidas de marcadores de peso molecular. 
 
 
Extracción de RNA total: Triturar un gramo de tejido de fruto de tomate 
recogido fresco y almacenado a -80ºC con ayuda de un mortero en presencia de 
nitrógeno líquido. Cuando el tejido ha sido reducido a un polvo fino, se transfiere a 
un tubo que contiene 4 ml de tampón de extracción de RNA. Se añaden 4 ml de 
fenol saturado tamponado con Tris (Durviz) y se agita vigorosamente con ayuda 
de un agitador. Añadir 0.8 ml de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1 v/v) y se agita 
de nuevo. A continuación se añaden 280 µl de una solución de acetato de sodio 
3M, pH 5.3 y se agita invirtiendo el tubo varias veces. La mezcla anterior se deja 
reposar en hielo durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo se centrifuga a 
10000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Tras la centrifugación se recoge la fase 
acuosa sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio estéril, se 
deposita en un nuevo tubo. Añadir a cada uno de los tubos el mismo volumen de 
fenol: cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 v/v). La mezcla se realiza con ayuda 
de un agitador. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Transferir de 
nuevo la fase acuosa sobrenadante a un tubo de vidrio estéril y se añade un 
volumen de isopropanol y a continuación se deja precipitar a -70ºC durante 20 
minutos. Se centrifuga la mezcla a 10000 rpm durante 10 minutos y 4ºC. En este 
paso se desecha el sobrenadante y se lava el precipitado resuspendiendo con 
etanol 80% (v/v). Centrifugar de nuevo a 10000 rpm durante 10 minutos y 4ºC. Se 
desecha el sobrenadante. El precipitado se deja secar a temperatura ambiente y 
se resuspende en 1 ml de agua ultrapura tratada previamente con DEPC. A 
continuación se deposita en un nuevo vial de 1.5 ml y se ajusta a un volumen de 
900 µl con agua DEPC. Se añaden 450 µl de LiCl 8M, se mezcla y se deja en hielo 
toda la noche. Trascurrido ese tiempo se centrifuga a 10000 rpm durante 20 
minutos y 4ºC. Tras la centrifugación se desecha el sobrenadante y el nuevo 
precipitado se lava con etanol 80% (v/v). Tras centrifugar de nuevo a 10000 rpm 
durante 10 minutos y 4ºC y se desecha el sobrenadante, dejando el precipitado a 
temperatura ambiente hasta completa sequedad. El precipitado resultante 
contiene el RNA total (incluyendo ribosómico y mensajero). Este precipitado, 
finalmente se resuspende en un volumen de agua (50-200 µl) en presencia de 
inhibidor de RNAsa para aplicaciones posteriores. 
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Aislamiento de RNA mensajero (RNAm) a partir de RNA total: Esta 
técnica requiere la preparación previa de una serie de tampones (de acuerdo con 
las instrucciones del kit para aislamiento de RNAm) cuya composición se describe 
en la siguiente tabla: 
 
 
Tampones para aislamiento de RNAm con Dynabeads Oligo (dT)25 
 Composición 
tampón de anillamiento 20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 1.0 mM LiCl; 2 mM EDTA 
tampón de conservación 250 mM Tris-HCl, pH 7.5; 20 mM EDTA, 0.1% (v/v) Tween-20; 0.02% (p/v) azida sódica 
 
 
Para el aislamiento de RNA mensajero (RNAm) a partir de la extracción de 
RNA total hemos utilizado Dynabead Oligo (dT)25 -Dynal-. Se trata de un método 
rápido de aislamiento y purificación de RNAm de extractos de células eucarióticas 
animales o vegetales (figura 3.1). Se basa en la unión entre las colas 
poliadeniladas (poliA+) de los RNAm de células eucarióticas a secuencias polyT 
que se encuentran unidas covalentemente a esferas magnéticas de pequeño 
tamaño que se encuentran suspendidas en un medio acuoso.  
 
Un volumen apropiado de extracto de RNA total se mezcla con un volumen 
de Dynabeads durante dos minutos en tampón de anillamiento. Transcurrido este 
tiempo, los RNAm se encuentran unidos a las partículas magnéticas (Dynabeads), 
que se ponen en contacto con un soporte magnético (Dynal MPC-S). Los 
Dynabeads son atraídos a la pared del vial donde se encuentren, permitiendo de 
esta manera su separación y purificación de suspensiones acuosas. Para finalizar, 
las moléculas de RNAm se resuspenden en tampón de conservación y se añade 
1µl de inhibidor de RNAsa (RNA guard Amersham Biosciences-). 
 
IDENTIFICACÍÓN Y CLONAJE DE ISOENZIMAS DE POLIFENOL OXID ASA D E TOMATE Juan Casado Vela 
 
 - 67 - 
 
 
Figura 3.1: esquema del funcionamiento de Dynabeads para purificación de 
RNAm. 
 
Generación de un fragmentos de cDNA mediante retrotranscripción y 
amplificación (RT-PCR) de RNAm: Se utiliza un kit (Titan One Tube RT-PCR kit, 
-Roche-) que contiene una mezcla de enzimas (retrotranscriptasa y DNA 
polimerasas) para poder realizar la retrotranscripción de RNA a cDNA y la 
amplificación de este último en un único paso. Es necesario optimizar las 
temperaturas para realizar la retrotranscripción en un primer paso y la 
amplificación del cDNA teniendo en cuenta la temperatura de anillamiento de los 
cebadores utilizados en la reacción de PCR. La mezcla de reactivos necesaria 
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Tabla 3.2: reactivos para RT-PCR (Titan One Tube kit) 
REACTIVO volumen (µl) concentración final 
agua ultrapura 26.5  
dNTP 4 0.2 mM 
DTT 2.5 5 mM 
inhibidor RNAsa 1 5 U 
cebador 5-3 2 0.4 µM 
cebador 3-5 2 0.4 µM 
RNA molde 1 1 µg - 1 pg 
7.5 mM MgCl2 10 1mM 
mezcla de enzimas 1  
  
Los cebadores necesarios para la amplificación mediante PCR se diseñaron 
utilizando la aplicación informática Oligo Calculator (Research Support Facilities 
Department of Molecular Genetics and Biochemistry, University of Pittsburgh 
School of Medicine, EEUU), que permite comprobar la ausencia de formación de 
dímeros y horquillas, así como la obtención de la temperatura de anillamiento (Tm) 
y porcentaje de pirimidinas (G+C). Estos cebadores se diseñaron teniendo en 
cuenta las secuencias publicadas para PPO de tomate en la base de datos NCBI. 
Para generar los fragmentos se utilizó un termociclador GeneAmp PCR System 
2400 -Perkin Elmer-. En la tabla 3.3 se presentan las condiciones óptimas para la 
amplificación de RNA y cDNA de PPO de tomate: 
  
 
Tabla 3.3: programa de RT-PCR utilizado para la 
amplificación de RNAm de PPO de tomate 
RETROTRANSCRIPCIÓN 1) 50ºC 30 minutos 
2) 94ºC 2 minutos 
3) 94ºC 30 segundos 
4) 45ºC 30 segundos 
5) 68ºC 1.5 minutos 
Repetir los pasos 2-4, 8 veces. 
6) 94ºC 30 segundos 
7) 45ºC 30 segundos 
8) 68ºC 1.5 minutos 
Repetir pasos 6-8 25 veces 
9) 68ºC 7 minutos 
PCR 
10) 4ºC indefinidamente 
 
 
 Clonaje de fragmentos cDNA de PPO: Los cDNAs de PPO obtenidos 
mediante retrotranscripción y PCR han sido clonados utilizando el plásmido p-
GEM easy vector (Promega), que incluye células competentes de Escherichia coli 
(JM109). El proceso de clonaje requiere una serie de etapas y de la preparación 
de una batería de medios de cultivo que se describen a continuación: 
 
MEDIO LB: (cantidades para la preparación de un litro) 
10 gramos de bacto triptona 
5 gramos de extracto de levadura 
10 gramos de NaCl 
Ajuste del pH a 7.5 con NaOH 10 mM 
esterilizar en autoclave 
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MEDIO SOC: (cantidades para 100 ml) 
2 gramos de bacto triptona 
0.5 gramos de extracto de levadura 
1 ml NaCl 1M 
0.25 ml de KCl 1M 
esterilizar en autoclave 
1 ml de solución de Mg+2 2M 
1 ml glucosa 2M estéril (fi ltrada a través de membrana 
de 0.22 µm) 
 
 
SOLUCION DE Mg: (cantidades para 100 ml) 
20.33 gramos MgCl2·6 H2O 
24.65 gramos Mg SO4·7 H2O 
Enrasar a 100 ml y filtrar a través de membrana de 0.22 µm. 
 
 
MEDIO LB SÓLIDO CON AMPICILINA/IPTG/X-GAL 
15 gramos agar por litro de medio LB 
esterilizar en autoclave 
dejar enfriar por debajo de 50ºC 
ampicilina (100 µg/ml concentración final) 
0.5 mM IPTG y 80 µg/ml X-Gal 
ampicilina, IPTG y X-Gal filtradas a través de membrana de 0.22 µm 
Alicuotar 30-35 ml de medio en placas Petri, dejar que el agar solidifique 
 
 
 Ligación del vector de clonación: Consiste en la incorporación de los 
fragmentos que deseamos clonar (cDNA de PPO de frutos de tomate) al vector de 
clonación (plásmido p-GEM) y la recircularización del mismo en las condiciones 
adecuadas y aprovechando las propiedades de la enzima ligasa de DNA de T4. 
Esto se consigue incubando a 4ºC durante toda la noche la mezcla siguiente: 
  
 
REACTIVOS UTILIZADOS PARA LA LIGACIÓN 
5 µ l 2X tampón de ligación 60 mM Tris-HCl pH 7.8, 20 mM MgCl2, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% PEG 
1 µ l plásmido p-GEM 
preparado para la inserción de fragmentos de PCR mediante 
digestión con la enzima de restricción Eco RV y con incorporación 
de timidinas en los extremos 3’ de las secuencias 
2 µ l cDNA de PPO de 
tomate 
aproximadamente 25 ng (ver cuantificación de ácidos nucleicos) 
1 µ l de ligasa de T4 
10 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 
50% (v/v) glicerol 
1 µ l de agua DEPC agua ultrapura tratada con DEPC para inhibir nucleasas 
 
 
 Transformación y cultivo de las colonias: Se debe incorporar los 
plásmidos transformados al interior de células de E. coli (JM109). Para ello se 
centrifugan los tubos de la ligación a 2000 rpm durante un minuto a temperatura 
ambiente. Se transfieren 2 µl de sobrenadante a un vial estéril de 1.5 ml sobre 
hielo. Se añade 50 µl de células competentes. Incubar sobre hielo durante 20 
minutos. Las células se transfieren a un bloque térmico a 42ºC durante 50 
segundos. Incubar de nuevo sobre hielo durante 2 minutos. Añadir 950 µl de 
medio de cultivo SOC. Incubar 1.5 horas a 37ºC en agitador orbital (150 rpm 
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aproximadamente). Sembrar un césped de bacterias utilizando 100 µl de la mezcla 
anterior en placas con medio LB/ampicilina/IPTG/X-GAL. Incubar a 37ºC durante 
toda la noche. Recoger con asa de siembra las colonias de color blanco (indicador 
de que han incorporado inserto) e inocularlas en medio LB líquido, que se 
mantiene en agitación a 37ºC hasta que alcanza una densidad óptica de 1.0-1.5 a 
600 nanometros. En este momento en cada uno de los cultivos tenemos una 
población de bacterias clónicas con numerosas copias de plásmido p-GEM que 
han incorporado un único inserto que, potencialmente, debe corresponder a cDNA 
de PPO. Cada una de estas colonias puede ser almacenada para su posterior 
análisis en stock glicerinado (2 ml de cultivo de células y 10% (v/v) de glicerol en 
crioviales y a -70ºC). 
 
 
Extracción de plásmidos: Hemos realizado extracciones de los plásmidos 
de cada una de las colonias blancas obtenidas y almacenadas con la finalidad de 
determinar la secuencia de los fragmentos insertados en el plásmido p-GEM. Para 
ello hemos utilizado el kit High purity plasmid miniprep system, (Marligen 
Biosciences). Se centrifugan 3 ml de cultivo de células a 12000 rpm durante 2 
minutos y se desecha el sobrenadante. Se resuspende el precipitado en 100 µl de 
tampón Tris-HCl pH 8.0 y 10 mM EDTA que contiene RNAsaA (Amersham 
Biosciences) a una concentración final de 20 mg/ml. Añadir 200 µl de una solución 
que contiene 0.2N NaOH y 1% (p/v) SDS y mezclar invirtiendo el tubo. Añadir 150 
µl de acetato potásico 5M y ácido acético 2M. Mezclar invirtiendo el tubo. 
Centrifugar a 12000 х g durante 5 minutos a 4ºC. Trasferir el sobrenadante a un 
tubo nuevo. Añadir dos volúmenes de etanol absoluto y mezclar invirtiendo de 
nuevo. Incubar 2 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12000 х g durante 
5 minutos. Eliminar el sobrenadante y añadir 1 ml de etanol 70% (v/v). Centrifugar 
a 12000 х g durante 5 minutos y desechar el sobrenadante. Dejar secar el 
precipitado durante 5 minutos y resuspender en 50 µl de agua ultrapura. Los 
plásmidos así obtenidos se pueden utilizar directamente para secuenciación de los 
insertos y para el resto de aplicaciones posteriores. 
 
 
Secuenciación de los fragmentos de cDNA: La secuenciación de las 
cadenas de DNA se realizó en un secuenciador automático Abi Prism 310 Genetic 
Analyzer (Applied biosystems), basado en el método de terminadores didesoxi 
marcados (método Sanger), con la utilización de cebadores específicos y 
didesoxinucleótidos (ddNTPs) marcados con diferentes fluoróforos utilizando una 
reacción de PCR. Esta se realizó empleando el kit de secuenciación ABI PRISM 
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. Para la secuenciación 
es necesario proporcionar la muestra a una concentración de 1-2 µg de inserto en 
un volumen total de 6 µl de agua ultrapura y cebadores que son suministrados 
junto con el propio kit de clonaje. Una vez terminado el primer paso, que consiste 
en una amplificación y generación de fragmentos de diferentes tamaños que 
incorporan algún nucleótido marcado, los productos se purifican para eliminar los 
nucleótidos no unidos a las cadenas y la enzima. Para conseguirlo se utilizó el 
protocolo recomendado por el kit Centri-Sep Columns (Princeton Separations). Los 
diferentes fragmentos surgidos como consecuencia de diferentes eventos de 
amplificación e incorporación de terminadores de cadena son separados 
atendiendo a su diferente tamaño (diferencias mínimas de un nucleótido) 
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utilizando la técnica de electroforesis capilar. El tipo de nucleótido incorporado (A, 
T, G o C) al final de cada fragmento se determina a través de la fluorescencia 
emitida inducida por excitación con láser con una determinada longitud de onda. El 
análisis de las secuencias se realizó mediante utilización del  programa informático 
Sequencing Analysis Software Abi Prism  -Applied Biosystems-.  
 
 
Digestión de ácidos nucleicos con endonucleasas de restricción: Las 
enzimas de restricción (endonucleasas) elegidas fueron suministradas por 
Fermentas (Opelstrasse, Alemania). Hemos incubado diferentes insertos clonados 
en p-GEM en presencia de diferentes enzimas de restricción en un medio 
adecuadamente tamponado para facilitar un buen funcionamiento de cada una de 
las enzimas (tampones A, B, L, M y H -composición detallada la final de este 
párrafo-). Las digestiones se han llevado a cabo a temperaturas óptimas para 
cada una de las enzimas de restricción (siguiendo las instrucciones del 




Composición de los tampones para enzimas de restricción 
Concentración (mM)  Soluciones A B L M H 
Tris acetato 33 - - - - 
Tris-HCl - 10 10 10 50 
acetato de magnesio 10 - - - - 
MgCl2 - 5 10 10 10 
acetato de potasio 66 - - - - 
NaCl - 100 - 50 100 
DTE (ditieritritol) - - 1 1 1 
DTT(ditiotreitol) 0.5 - - - - 
2- mercaptoetanol - 1 - - - 
pH a 37ºC 7.9 8.0 7.5 7.5 7.5 
 
 
IDENTIFICACÍÓN Y CLONAJE DE ISOENZIMAS DE POLIFENOL OXID ASA D E TOMATE Juan Casado Vela 
 
 - 72 - 
 
1.- EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS: 
 
 En general, las células de frutos son ricas en azúcares y otros componentes 
que interfieren en el aislamiento de ácidos nucleicos. Además se trata de un tejido 
con células de gran tamaño donde se acumulan productos de reserva, sobre todo 
en vacuolas, que ocupan la mayor parte del citoplasma. Los frutos de numerosos 
vegetales son tejidos pobres en ácidos nucleicos en comparación con hojas y 
otras partes de la planta en donde la extracción de ácidos nucleicos resulta 
relativamente sencilla y sistemática (Doyle y Doyle, 1987). A la dificultad intrínseca 
del tejido con el que trabajamos hay que añadir que la extracción de RNA resulta 
una tarea difícil, ya que se trata de una molécula lábil que se degrada con facilidad 
durante los procesos de extracción. Todas estas características dificultan la 
obtención de RNA de los frutos que estudiamos. Por todo ello, partiendo de un 
protocolo de extracción de RNA total basado en los trabajos de Baker y col. (1990) 
y Schultz y col. (1994), hemos realizado una optimización del mismo utilizando 
frutos de tomate variedad Italian Hungarian Paste afectados por podredumbre 









Figura 3.2: frutos de tomate variedad Italian Hungarian Paste afectados por 
podredumbre apical (derecha) y control (izquierda) utilizados para la extracción de 
ácidos nucleicos. 
 
La utilización de esta variedad permite la extracción de RNA mensajero de 
frutos de tomate con un rendimiento suficiente para aplicaciones posteriores. La 
extracción de RNA total utilizando el protocolo que hemos desarrollado facilita la 
obtención de una muestra bastante libre de impurezas y sustancias 
contaminantes. Además del aislamiento y purificación de RNA total, en nuestro 
trabajo incluimos un paso adicional de purificación del RNA mensajero -poliA+ 
RNA- utilizando DYNABEADS Oligo (dT)25 -marca Dynal- (el funcionamiento y 
protocolo de este kit está descrito en el materiales y métodos).   
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2.- DISEÑO DE CEBADORES DEGENERADOS: 
 
 Para el diseño de una pareja de cebadores adecuados para la amplificación 
de todos y cada uno de los cDNA de PPO, procedentes de la retrotranscripción de 
los RNAm hemos realizado un alineamiento de las siete secuencias génicas que 
codifican para PPO descritas por Newman y col. (1993) (anexo B). 
 
Este alineamiento nos permitió delimitar las zonas codificantes para PPO de 
tomate y elegir regiones apropiadas para el diseño de una única pareja de 
cebadores para amplificar todos los RNA mensajeros de PPO presentes en tejido 
de fruto de tomate. Las zonas elegidas para el diseño de cebadores, por su alto 
grado de homología, fueron las comprendidas entre la posición 2004 a 2027 para 
el cebador de amplificación en la dirección 5´→3´y la región comprendida entre 
3690 a 3715 para el cebador de amplificación en dirección 3´→5´. (Las posiciones 
que se describen aquí son las obtenidas tras el alineamiento de secuencias que 
codifican para las seis PPOs de tomate publicadas en la base de datos NCBI 
(PPOA, PPOB, PPOC, PPOD, PPOE, PPOF) (Newman y col., 1993), utilizando el 
programa Multalin v5.4.1 -http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html-. El 
programa realiza dicho alineamiento buscando la mayor homología posible 
(utilizando el algoritmo de comparación blosum62). Como se muestra en el anexo 
B, aquellas posiciones en la secuencia de nucleótidos que se encuentran 
altamente conservadas (presentan el mismo nucleótido) se representan en color 
rojo. Las posiciones del alineamiento que presentan un menor grado de homología 
en comparación con las otras isoenzimas (al menos un nucleótido diferente en 
alguna de las seis isoenzimas) se presentan en color azul. Las secuencias de 
nucleótidos con muy baja homología se representan en color negro. El programa 
puede introducir ocasionalmente huecos (gaps) en las secuencias con la finalidad 
de mejorar la comparación entre secuencias. Además, el programa genera una 
secuencia consenso (con la misma codificación en colores), que muestra el 
nucleótido que es más probable encontrar en cada una de las posiciones. El 
alineamiento realizado utilizando los parámetros por defecto de este programa 
muestra un elevado grado de homología entre las posiciones 2000 y 3790  (anexo 
B). La posición de los cebadores diseñados quedan contenidos dentro de esta 
zona con alto grado de homología y que presenta pocos huecos, con lo que se 
reduce la posibilidad de introducir errores en el proceso de retrotranscripción y 
amplificación. La posición exacta de hibridación de los cebadores diseñados 
también se muestra indicada en color rojo en cada una de las siete secuencias 
publicadas por Newman y col. (1993) para PPO de tomate (anexo A).  
 
Las reacciones de PCR dependen en gran medida de la buena elección de 
las regiones de hibridación contra las que se dirigen los cebadores y de otras 
características, como la temperatura de hibridación y el contenido y naturaleza de 
los nucleótidos que los componen. El cálculo de las características de los 
cebadores diseñados (tabla 3.4), como la temperatura de hibridación (Tm) y la 
longitud de los cebadores se realizó utilizando el programa informático Oligo 
Calculator (http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html), que ofrece la posibilidad de 
optimizar la secuencia de los cebadores para evitar la formación de estructuras 
secundarias y horquillas que pueden interferir en los procesos de amplificación de 
las cadenas de cDNA. 
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Tabla 3.4: dirección de amplificación, secuencia y características de los 
cebadores utilizados para amplificar PPO de frutos de tomate 
Dirección de 
amplificación Secuencia del cebador sintetizado*  
Longitud (pb) / Peso mol ecular /  %GC 
(pb) de los cebadores Tm (ºC)** 
cebador 5-3 5'TTAGGAGGTCTTTATGGTGTTGC 3' 23 / 5710 / 42 46 
cebador 3-5 5'GCAATAGTATCTTCATCTTCCAAAC3´ 25 / 6254 / 35 47 
*Cebadores si ntetizados y sumi nistrados por Amersham Biosciences 
** Temperatura de hibridación (Tm) calcul ada utilizando el software Oligo C alculator 
  
 
 Los cebadores que hemos diseñado (tabla 3.4) presentan una doble 
ventaja. Por una parte permiten la amplificación y obtención de cDNA de todos los 
mensajeros de PPO presentes en frutos de tomate en un único evento de 
amplificación, pues son capaces de hibridar con una eficiencia muy similar a todas 
y cada una de las secuencias de cDNA que corresponden a PPO ya que hibridan 
con secuencias altamente conservadas en todas las isoenzimas. En la región de 
amplificación 5´→3´ hemos utilizado una zona de hibridación que incluye parte de 
la secuencia que sirve de señal para el transporte de la proteína inmadura a 
cloroplasto (región en verde de las secuencias publicadas en el anexo A) y, en la 
región de amplificación 3´→5´ una zona altamente conservada en las siete 
secuencias muy cercanas al codón de terminación (los codones de iniciación y 
terminación de la traducción en la síntesis proteica se representan en color azul en 
el anexo A). En segundo lugar, la utilización de esta pareja de cebadores permite 
la obtención de cDNA de PPO de tamaños muy similares en torno a los 1500 
pares de bases en todos los casos (tabla 3.6), hecho que facilita la visualización y 
purificación de una banda única en gel de agarosa (figura 3.3). Con ello se 
pretende la obtención de cDNAs de todos los RNA mensajeros presentes en el 




3.- RETROTRANSCRIPCIÓN Y AMPLIFICACIÓN DE RNA MENSAJEROS DE 
FRUTOS DE TOMATE: 
 
 
 Hemos utilizado los cebadores diseñados y descritos en el apartado anterior 
para la retrotranscripción (RT), amplificación (PCR) y obtención de cDNA mediante 
el empleo del kit Titan One Tube -Roche- usando RNA mensajero como material 
de partida. Como resultado, hemos conseguido obtener un DNA complementario 
con una concentración y pureza elevadas (200 nanogramos/microlitro y 
O.D.(260/280)>1.8 unidades. Hemos querido hacer un seguimiento de la calidad del 
resultado de la RT-PCR, para ello realizamos un gel de agarosa y observamos la 
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Figura 3.3: calle 1, marcadores de peso molecular de DNA. Calles 2 y 3, tamaño 
(pb) de las cadenas de cDNA obtenido mediante RT-PCR utilizando los cebadores 
diseñados para amplificación de mensajeros que codifican para PPO de tomate y 
como molde se utiliza las extracciones de RNAm de frutos de tomate. 
 
 
 La figura 3.3 muestra la migración en gel de agarosa (0.7% p/v) de 
diferentes productos de retrotranscripción y amplificación (calles 2 y 3) en los que 
se utiliza como material de partida el conjunto de RNA mensajeros purificados con 
nuestro protocolo y los cebadores que hemos diseñado para la amplificación de 
todas las secuencias de PPO de tomate (tabla 3.4). Esta fotografía demuestra que 
el protocolo utilizado para la extracción y purificación de ácidos nucleicos que 
hemos llevado a cabo funciona de forma exitosa y con un rendimiento suficiente 
para la obtención y amplificación de DNA complementario.  
 
Las condiciones de retrotranscripción y amplificación (RT-PCR) elegidas 
funcionan correctamente y de forma reproducible (la intensidad de las bandas 
generadas en cada evento de retrotranscripción y amplificación es siempre 
similar). Además, podemos decir que el material genético que hemos purificado 
(RNAm) utilizando nuestro protocolo no contiene impurezas, ya que no se generan 
bandas de amplificación artefactuales que podrían interferir en aplicaciones 
posteriores. Los fragmentos amplificados que pertenezcan a PPO deben presentar 
un tamaño teórico comprendido entre 1472 (PPOF) y 1505 (PPOB) pares de 
bases (pb) (tabla 3.7). Se puede apreciar que los fragmentos de cDNA generados 
presentan siempre un tamaño aproximado de 1500 pares de bases (comparando 
con marcadores de peso molecular de DNA en la calle 1), que corresponde con el 
tamaño teórico esperado como resultado de la amplificación de las secuencias de 
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4.- CLONAJE DE FRAGMENTOS DE cDNA de PPO Y SECUENCIACIÓN: 
 
 Una vez obtenidos los fragmentos de cDNA de PPOs de tomate con los 
cebadores que hemos diseñado específicamente para amplificar regiones 
codificantes de PPO de tomate y comprobado mediante electroforesis y migración 
en gel de agarosa que los fragmentos amplificados presentan un tamaño 
aproximado similar al tamaño teórico esperado para esas secuencias, el paso 
siguiente consiste en la recuperación y purificación de dichas bandas del gel de 
agarosa (utilizando el kit de purificación de DNA y las columnas GFX -Amersham 
Biosciences-). Las bandas purificadas de esta forma pueden ser utilizadas 
directamente para su clonaje en un vector apropiado con la finalidad de crear una 
librería de cDNAs de PPO presentes en frutos de tomate de la variedad Italian 
Hungarian Paste. El vector de clonaje utilizado (p-GEM easy vector II -Promega-) 
tiene un tamaño de 3015 pb. Se trata de un plásmido capaz de albergar y replicar 
insertos de DNA del tamaño de nuestras secuencias amplificadas (1500 pb 
aproximadamente). Este vector de clonaje es muy apropiado para realizar la 
inserción de fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR, ya que contiene 
regiones que facilitan la hibridación de los extremos 3 adenilados que suelen 
incorporar las enzimas polimerasas habitualmente utilizadas en estas reacciones. 
Además, la utilización del plásmido p-GEM como vector de clonación permite la 
replicación del inserto de forma sencilla en células de E. coli y la extracción del 
inserto de interés de los plásmidos que los contiene para posteriores aplicaciones 
mediante digestión con una única enzima de restricción (NotI). El vector de 
clonación consiste en un plásmido circular de alto número de copias en 
Escherichia coli, que además permite la identificación sencilla de colonias que 
contienen insertos -fragmentos de cDNA obtenidos- mediante la técnica de 
Blue/White screening, utilizando el gen marcador que codifica para β-
galactosidasa mediante crecimiento en medio de cultivo apropiado (figura 3.4). La 
transformación de bacterias con los vectores que contienen la información 
necesaria para producir β-galactosidasa en presencia del inductor de la expresión 
de este gen (IPTG) y del substrato cromogénico de esta enzima (X-gal), deriva en 
la formación de colonias de color azul. Sin embargo, la disrupción del gen de la β-
galactosidasa como consecuencia de la inserción de nuestros cDNA de interés da 
como resultado colonias blancas que pueden ser fácilmente reconocidas y 
diferenciadas. Nosotros hemos utilizado la cepa competente JM109 (Promega) 
para el clonaje. Se trata de células de E. coli con una elevada eficiencia tanto para 
la transformación con plásmido p-GEM como para la replicación del propio vector 
de clonación. A pesar de ello, en nuestros experimentos hemos necesitado 
procesar 550 colonias del color blanco (transformadas) para extraer vectores de 
clonado con insertos apropiados, de las cuales, sólo 54 presentaron el inserto de 
la longitud esperada (1500 pb). Esto supone que sólo un 10% de las colonias 
transformadas contienen plásmidos que incluyen el inserto adecuado (clones de 
cDNA), el resto son falsos positivos. Hemos seleccionado dos clones, 
denominados D3 y D6 para su posterior estudio y caracterización. El clon D3 
contiene fragmentos de cDNA obtenidos de tejidos de frutos de tomate sanos, 
mientras que el clon D6 contiene cDNA obtenido de tejidos de frutos de tomate 
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Figura 3.4: proceso de clonaje y secuenciación de los fragmentos de cDNA de 
PPO de frutos de tomate afectados por podredumbre apical, identificación de 
colonias de E. coli transformantes y búsqueda en bases de datos. 
 
El cDNA de partida utilizado para la clonación en p-GEM consiste en una 
mezcla de cadenas de nucleótidos, resultado de las amplificaciones de todos los 
posibles RNAm que codifican para isoenzimas de PPO presentes en tejidos de 
frutos de tomate. La finalidad es la obtención de una librería de cDNAs que 
codifican para secuencias expresadas de PPOs de tomate (ESTs expressed 
sequence tags) en forma de plásmidos que pueden contener uno de los seis 
insertos posibles diferentes -PPOA, PPOB, PPOC, PPOD, PPOE y PPOF-.  En 
nuestros experimentos hemos recuperado un número de colonias suficiente para 
identificar mediante secuenciación la presencia insertos de las diferentes PPOs 
posibles de frutos de tomate. En el anexo C de este trabajo mostramos la 
secuenciación dirección 5´→3´ y 3´→5´ utilizando una pareja de cebadores 
suministrado por el propio kit de clonado (Promega) del inserto del clon que hemos 
llamado D6, que contiene un inserto de cDNA de PPO obtenido a partir de frutos 
de tomate afectados por podredumbre apical. Como muestran la tabla 3.5 y la 
figura 3.5, la comparación de la secuencia obtenida del fragmento de cDNA 
clonado con las bases de datos utilizando el programa BLAST (Altschul y col., 
1990) ha confirmado que el fragmento amplificado y clonado se corresponde con 
polifenol oxidasa de tomate, en concreto con PPOA. Estos resultados demuestran 
que el diseño de nuestra estrategia de trabajo para la obtención de cDNA de las 
diferentes PPOs de tomate ha resultado exitosa y evidencia la presencia de un 
único tipo de RNA mensajero de PPO en tomate, en concreto, PPOA. 
  
Tabla 3.5: resultados de la secuenciación del fragmento de cDNA clonado en D6 
y porcentajes de similitud con secuencias de PPO de tomate publicadas 








PPOA/A’ gi(1403350)embZ12833.1LEPOOXA 1095/1120 97.7 0.0 
PPOC gi(1403352)embZ12835.1LEPOOXC 1037/1075 96.4 0.0 
PPOD gi(1403353)embZ12836.1LEPOOXD 843/1017 82.9 1.0E-112 
PPOB gi(1403351)embZ12834.1LEPOOXB 678/757 89.4 9.0E-61 
PPOF gi(1403355)embZ12838.1LEPOOXF - - - 
PPOE gi(1403354)embZ12837.1LEPPOXE - - - 
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Figura 3.5: esquema del resultado de la búsqueda en bases de datos de la 
secuencias 5´→3´y 3´→5´del inserto del clon D6. El esquema presenta una serie 
de bandas codificadas por colores (negro, azul, verde, rosa, rojo) que representa 
el nivel de homología de la secuencia buscada en comparación con las publicadas 
en las bases de datos y la longitud aproximada de la secuencia buscada. Las 
bandas de color rojo representa un elevado nivel de homología con secuencias 
incluidas en la base de datos NCBI (score >200). El esquema muestra en la parte 
superior  el alineamiento de la secuencia insertada en el clon D6 con PPOA de 
tomate. También se pueden observar dos secuencias que se muestran en color 
verde y rosa, que corresponden a regiones flanqueantes del inserto y que se 
corresponden con la zona del plásmido p-GEM donde se inserta la secuencia de 
cDNA. 
 
5.- CARACTERIZACIÓN DEL CLON D6: 
 
Como se muestra en la figura 3.6, las secuenciación parcial del cDNA del 
clon D6 desde sus extremos 5´ y 3´ revela que el fragmento amplificado y clonado 
contiene secuencias que corresponden a las dos regiones de unión a átomos de 
Cu+2 (CuA y CuB) en color amarillo y secuencias de transporte al cloroplasto en 
color verde. Hemos podido determinar la presencia de la secuencia completa del 
dominio de unión a cobre A (CuA), mientras que sólo hemos podido identificar 
parte del dominio de unión a cobre B (CuB), también se puede identificar parte del 
motivo estructural que codifica para los péptidos de señalización para el transporte 
de la enzima PPOA inmadura a cloroplasto y posteriormente al tilacoide, (Newman 
y col., 1993; Koussevitzky y col., 1998) (figuras 3.6 y 3.7). La identificación de 
estos dominios en las secuencias indica que nuestro clon contiene los principales 
elementos conservados y descritos para las PPO vegetales. 
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* Nomenclatura util izada en el anexo con los cromatogramas de las secuenciaciones del inserto. 
**  Número de acceso en la base de datos EMBL (Casado y col., Abril 2003). 
 
 
Figura 3.6: secuenciación parcial del inserto del clon D6 en formato FASTA. La 
secuencia de arriba (AJ697805) corresponde al extremo N-terminal de de PPOA. 
La de abajo (AJ697806) corresponde al extremo C-terminal de PPOA. Las 
diferencias encontradas con respecto a la secuencia de PPOA publicada en EMBL 
(Z12833) se muestran en negrita. Las zonas que corresponden a cebadores 
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 Las secuencias parciales del inserto de cDNA clonado en D6 obtenido a 
partir de tejido de frutos de tomate afectados por podredumbre apical ha sido 
publicado en la base de datos EMBL (tabla 3.6 y anexo C). 
 
 
Tabla 3.6: números de acceso EMBL, identificación y 
descripción de secuencias del inserto clonado en D6 




Lycopersicon esculentum  
secuencia parcial de RNAm para 
polifenol oxidasa A (gen ppo). 
Fragmento 5´. 
AJ697806 
Lycopersicon esculentum  
secuencia parcial de RNAm para 




La figura 3.7 muestra una comparación de la secuencia publicada para 
PPOA (Z12833) y las secuencias obtenidas del inserto clonado en D6 (tabla 3.6) 
donde se puede apreciar que existe una elevada similitud de las secuencias y, por 
lo tanto, una gran similitud en la secuencia de aminoácidos de la proteína que 
codifican. Las variaciones detectadas en la secuencia de DNA del fragmento 
clonado en D6 con respecto a las secuencia de PPO publicada para PPOA 
(Z12833) afectan a las posiciones 1241, 1314, 1315 y 1316 de la secuencia de 
nucleótidos, tomando como referencia la secuencia correspondiente a la proteína 
inmadura (figura 2.7). Estas variaciones en la secuencia de nucleótidos dan lugar 
a cambios en la secuencia de aminoácidos de PPOA identificada en Italian 
Hungarian Paste. Así, los aminoácidos valina414, lisina438 y prolina439 presentes en 
la secuencia publicada dan lugar a arginina, asparagina y glicina respectivamente 
en dichas posiciones (figura 3.7). Estas variaciones en la secuencia de 
aminoácidos podrían dar lugar a cambios estructurales y funcionales en la enzima 
debidos a la propia naturaleza y propiedades químicas de los aminoácidos 
sustituidos. No obstante, esto último es difícil de asegurar, ya que los cambios no 
afectan a ninguno de los motivos estructurales más importantes que determinan la 
función de la PPOA y se trata de residuos invariables en las seis isoenzimas de la 
variedad VFNT Cherry (anexos A y B).  
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atggcaagtttgtgtagtaatagtagtagtacatctctcaaaactccttttacttcttcc     60 
 M  A  S  L  C  S  N  S  S  S  T  S  L  K  T  P  F  T  S  S      20 
accacttgtttatcttccactccaacggcttctcaacttttcctacatggaaaacgtaac    120 
 T  T  C  L  S  S  T  P  T  A  S  Q  L  F  L  H  G  K  R  N      40 
aaaacattcaaagtttcatgcaaggttaccaatactaacggtaaccaagatgaaacgaat    180 
 K  T  F  K  V  S  C  K  V  T  N  T  N  G  N  Q  D  E  T  N      60 
tctgttgatcgaagaaatgttcttcttggcttaggtggtctt[tatggtgttgctaatgct   240 
 S  V  D  R  R  N  V  L  L  G  L  G  G  L  Y  G  V  A  N  A      80 
ataccattagctgcatccgctgctcctacaccacctcctgatctctcatcttgtaataaa    300 
 I  P  L  A  A  S  A  A  P  T  P  P  P  D  L  S  S  C  N  K     100 
ccaaagattaatgcaactacggaggtgccatacttttgttgcgcgcctaagcctgatgat    360 
 P  K  I  N  A  T  T  E  V  P  Y  F  C  C  A  P  K  P  D  D     120 
atgtccaaagttccttattacaagttcccttctgtgactaagctccgtattcgtccccct    420 
 M  S  K  V  P  Y  Y  K  F  P  S  V  T  K  L  R  I  R  P  P     140 
gctcatgctcttgatgaggcgtatattgccaagtacaatctggcgattagccgaatgaaa    480 
 A  H  A  L  D  E  A  Y  I  A  K  Y  N  L  A  I  S  R  M  K     160 
gatcttgataagacacaacctgataaccctattggttttaagcaacaagctaatatacat    540 
 D  L  D  K  T  Q  P  D  N  P  I  G  F  K  Q  Q  A  N  I  H     180 
tgtgcttattgtaatggtggttattctattgatggcaaagtgttgcaagttcataactcg    600 
 C  A  Y  C  N  G  G  Y  S  I  D  G  K  V  L  Q  V  H  N  S     200 
tggcttttcttcccgttccatagatggtacttgtacttctacgaaagaatcttgggatca    660 
 W  L  F  F  P  F  H  R  W  Y  L  Y  F  Y  E  R  I  L  G  S     220 
ctcatcgatgatccaacattcggtttgccattttggaattgggatcatccaaagggcatg    720 
 L  I  D  D  P  T  F  G  L  P  F  W  N  W  D  H  P  K  G  M     240 
cgtttccctcccatgtttgatgttccagggaccgccctttatgacgaaaggcg]tggtgat   780 
 R  F  P  P  M  F  D  V  P  G  T  A  L  Y  D  E  R  R  G  D     260 
caaatccataatgggaacgggatagatcttggttattttggggatcaagttgagacaact    840 
 Q  I  H  N  G  N  G  I  D  L  G  Y  F  G  D  Q  V  E  T  T     280 
cagttgcagttgatgactaataacttaaccctgatgtaccgtcagttggtaactaattct    900 
 Q  L  Q  L  M  T  N  N  L  T  L  M  Y  R  Q  L  V  T  N  S     300 
ccatgtcctcttatgtctttggtggaccttacactctttgggagtacggtcgaagacgcg    960 
 P  C  P  L  M  S  L  V  D  L  T  L  F  G  S  T  V  E  D  A     320 
ggaactgttgaaaacatccctcacagccctgttcacatttgggttggtacgagacgaggt   1020 
 G  T  V  E  N  I  P  H  S  P  V  H  I  W  V  G  T  R  R  G     340 
tcagttttacctgtaggtaaaatatcaaatggtgaggatatgggtaatttctattcagct   1080 
 S  V  L  P  V  G  K  I  S  N  G  E  D  M  G  N  F  Y  S  A     360 
ggtttagacccgcttttctattgccatcacagcaatgtggacaggatgtggaacgaatgg   1140 
 G  L  D  P  L  F  Y  C  H  H  S  N  V  D  R  M  W  N  E  W     380 
aaggcaactggaggtaaacgaa[cagatatacaaaacaaagattggttgaactcggagttc  1200 
 K  A  T  G  G  K  R  T  D  I  Q  N  K  D  W  L  N  S  E  F     400 
tttttctatgatgagaatggaaatccgttcaaagtgagagtcagagactgtttggatacg   1260 
 F  F  Y  D  E  N  G  N  P  F  K  V  R  V  R  D  C  L  D  T     420 
aagaagatggggtatgattaccacgcaacggcgaccccatggcgtaacttcaagccaaaa   1320 
 K  K  M  G  Y  D  Y  H  A  T  A  T  P  W  R  N  F  K  P  K     440 
acaaaggcttcagctgggaaagtgaatacgggttcaattcctcccgaaagccaggtattc   1380 
 T  K  A  S  A  G  K  V  N  T  G  S  I  P  P  E  S  Q  V  F     460 
ccattggctaaactcgacaaagcaatttcattttccatcaacaggcctgcttcctcgagg   1440 
 P  L  A  K  L  D  K  A  I  S  F  S  I  N  R  P  A  S  S  R     480 
actcaacaagagaaaaatgcacaagaggaggtcctaacattcaatgcaataaaatatgat   1500 
 T  Q  Q  E  K  N  A  Q  E  E  V  L  T  F  N  A  I  K  Y  D     500 
aacagagattacataagattcgatgtgttcctcaacgtggataacaatgtgaacgcgaat   1560 
 N  R  D  Y  I  R  F  D  V  F  L  N  V  D  N  N  V  N  A  N     520 
gagcttgacaaggcagagtttgcggggagttatactagcttgccacatgtacacagagtt   1620 
 E  L  D  K  A  E  F  A  G  S  Y  T  S  L  P  H  V  H  R  V     540 
ggagatcctaaacatactgcaactgctactctccggctggcgataacagaactgttggag   1680 
 G  D  P  K  H  T  A  T  A  T  L  R  L  A  I  T  E  L  L  E     560 
gacattggtttggaagatgaagatactatcg]cggtgactctggtaccaaagaaaggtgat  1740 
 D  I  G  L  E  D  E  D  T  I  A  V  T  L  V  P  K  K  G  D     580 
atctccattggaggtgtggagatcaagcttgcgattgttaaattagtgtgtgtagtgaat   1800 
 I  S  I  G  G  V  E  I  K  L  A  I  V  K  L  V  C  V  V  N     600 
ctgctgacactacagttgaacaaggataggttctgttatgattctgtttttgtttgttgg   1860 
 L  L  T  L  Q  L  N  K  D  R  F  C  Y  D  S  V  F  V  C  W     620 
tttgtctgtttgttttttaatttccatgtttga 1893 
 F  V  C  L  F  F  N  F  H  V  -   630 
Figura 3.7: traducción a secuencia de aminoácidos de la secuencia de PPOA publicada por Newman y col. 
(1993). Traducción del ORF1 en dirección 5´→3´ incluyendo desde el codón de iniciación (ATG) hasta el 
codón de terminación (TGA). La secuencia de aminoácidos de transporte de PPOA al tilacoide propuesta por 
Koussevitzky y col. (1998) se muestra en color rojo, y la secuencia de nucleótidos correspondiente se muestra 
subrayada. Las secuencias de nucleótidos del clon D6 se muestran entre [corchetes]. Las similitudes en 
secuencia de nucleótidos y aminoácidos entre la secuencia publicada (EMBL Z12833) y la secuencia obtenida 
del clon se indican en cursiva. Las diferencias se indican en fondo azul. Hemos encontrado modificaciones en 
codones presentes en la secuencia publicada (GTC, AAG y CCA), que corresponden a GCC, AAC y GGA en 
la secuencia clonada, respectivamente, y que generan la alteración de tres cambios en la secuencia de 
aminoácidos hipotética de  valina -V414-, lisina -K438- y prolina -P439- por arginina -R-, asparagina -N- y glicina 
-G-. 
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6.- DETERMINACIÓN DE ISOENZIMAS DE PPO MEDIANTE DIGESTIÓN CON 
ENZIMAS DE RESTRICCIÓN:  
 
La extracción y secuenciación de diez insertos clonados procedentes de 
tejidos de frutos de tomate sanos y afectados por podredumbre apical identificó la 
sola presencia de PPOA. Con el fin de aumentar el rendimiento en el análisis de 
clones diseñamos una estrategia basada en cortes por endonucleasas, 
específicos de isoenzima. Tras la recuperación de los insertos clonados, estos se 
incubaron independientemente con cada endonucleasa. Cada endonucleasa es 
capaz de producir un único corte asimétrico en solo uno de los seis posibles 
cDNAs de PPO generando, por lo tanto, dos fragmentos de menor longitud que el 
cDNA original pero de diferente tamaño, que se pueden resolver mediante 
electroforesis en geles de agarosa. El tipo de PPO codificado por el inserto viene 
determinado por la restrictasa que es capaz de cortarlo. La batería de seis 
endonucleasas específicas para cada una de las isoenzimas de PPO de tomate se 
muestra en la tabla 3.7. Las posiciones de los sitios de corte reconocidos por cada 




Tabla 3.7: endonucleasas utilizadas para la determinación de isoenzimas de 
PPO de tomate 
secuencia 
tamaño de los 
cDNAS de PPO 
de tomate (pb)* 
enzimas de 
restricción** 
secuencia de corte 
(dirección 5´→3´)*** 
tamaño esperado 
de los dos 
fragmentos de 
restricción (pb)* 
PPOA y A' 1502 Vsp I at/taat 98/1404 
PPOB 1505 Ita I gc/ngc 41/1464 
PPOC 1502 Rca I t/catga 213/1289 
PPOD 1502 Sma I ccc/ggg 749/753 
PPOE 1475 Eae I y/ggccr 1189/286 
PPOF 1472 Nde I ca/tatg 1257/215 
* Los tamaños se han calcul ado teniendo en cuenta la secuencia de los fr agmentos amplificados despr eciando l as 
pequeñas variaciones de tamaño introducidas por secuencias del plásmi do p-GEM donde se han clonado. 
**Enzi mas de res tricción han si do seleccionadas utilizando l a herramienta infor mática Webcutter 2.0, copyright 1997 
Max Hei man. -http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html- 




El funcionamiento apropiado de esta estrategia se comprobó usando los 
clones D3 y D6, previamente secuenciados, como portadores de inserto PPOA 
(figura 3.8). Sólo la incubación con la enzima de restricción VspI incubando a 
37ºC, una unidad de enzima durante una hora y 20 nanogramos de insertos de 
estos clones ha producido cortes de un patrón previsto, que genera dos bandas de 
tamaño esperado (figura 3.8). La enzima de restricción VspI reconoce un sitio de 
corte único en PPOA (y en ninguna otra secuencia de PPO de tomate), generando 
dos fragmentos con un tamaño aproximado de 98 pb y 1404 pb (el tamaño total 
teórico de la PPOA amplificado mediante RT-PCR es de 1502 pb).  
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Clon D3 Clon D6
 
 
Figura 3.8: gel de agarosa 0.7% (p/v) teñido con bromuro de etidio. La figura 
muestra el resultado de una serie de digestiones con endonucleasas de dos 
clones (D3 -calles 3, 4 y 5- y D6 -calles 6, 7 y 8-). Las calles 1 y 9 corresponden a 
marcadores de peso molecular de DNA (pUC mix). Las calles 2 y 10 corresponden 
a marcadores de peso molecular de DNA (MW VI). Las calles 3 y 6 muestran la 
migración en gel de los plásmidos de clonación pGEM extraídos de las 
correspondientes cepas transformantes (flechas en negro). Las calles 4 y 7 
muestran el resultado de la digestión de p-GEM con NotI, que genera la migración 
de dos bandas, la banda de mayor peso molecular corresponde al plásmido p-
GEM y la banda menor corresponde al fragmento clonado (inserto). En las calles 5 
y 8, las flechas negras indican el resultado de digerir el inserto con VspI. 
 
Los patrones de bandas generados por la digestión de insertos purificados 
de ocho clones obtenidos a partir de frutos sanos y ocho obtenidos utilizando 
frutos afectados por podredumbre apical con cada una de las seis enzimas de 
restricción se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (figura 3.8). En todos 
los clones, solo se produjeron cortes al incubar con la endonucleasa VspI (tabla 
3.8), lo cual indica que estos nuevos 16 clones también portan insertos de PPOA 
(tabla 3.8). 
 
Tabla 3.8: presencia (+) o ausencia (-) de digestión de insertos clonados  




D1 D2 D4 D5 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18 
Vsp I + + + + + + + + + + + + + + + + 
Ita I - - - - - - - - - - - - - - - - 
Rca I - - - - - - - - - - - - - - - - 
Sma I - - - - - - - - - - - - - - - - 
Eae I - - - - - - - - - - - - - - - - 
Nde I - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Podemos decir, por lo tanto, que en frutos de tomate variedad Italian 
Hungarian Paste existen, al menos, RNA mensajeros correspondientes a 
PPOA/A. Estos resultados contrastan con aquellos encontrados por Thipyapong y 
col. (1997), en los que se describe la presencia de transcritos de todas las 
isoenzimas en frutos de tomate con siete días de desarrollo post-antesis, usando 
las sondas específicas B, D y las parcialmente específicas A/C y E/F, siendo los 
transcritos de A/C los menos abundantes.  
 
Los transcritos A/C son los más tardíos, detectándose a los siete días post-
antesis, mientras los D y E/F se expresan desde la floración hasta el desarrollo 
temprano de siete días post-antesis. Así, podría ocurrir que en frutos de 8-10 días 
post-antesis como los usados por nosotros para la preparación de cDNA, solo 
haya una cantidad significativa de los transcritos más tardíos. Estos no pueden ser 
asignados como A o C mediante hibridación con sondas moleculares (A/C) dada 
su elevada homología. La estrategia diseñada y seguida por nosotros a pesar de 
ser más laboriosa, da como resultado la asignación precisa de los transcritos más 
abundantes como A. No se descarta que puedan haber otros transcritos, pero 
serán cuantitativamente menos importantes. Por otra parte, el estudio enzimático 
del capítulo anterior aporta evidencias suficientes para apoyar la existencia de dos 
isoenzimas de PPO en el fruto en desarrollo. Si tenemos en cuenta que en el fruto 
se expresan otros genes distintos de A/A´ entre 3 y 7 días post-antesis, en 
concreto D, E/F y B (Thipyapong y col., 1997), se puede haber producido una 
acumulación de proteína que se mantiene funcional durante las primeras semanas 
de desarrollo para luego desaparecer a partir de 20 días de desarrollo del fruto. 
Además, el incremento de actividad PPO en frutos afectados por podredumbre 
apical podría correlacionarse con la expresión de los genes A/A´ ya que en estos 
frutos sólo encontramos transcritos tipo A. Tampoco podemos descartar la 
posibilidad de que la proteína encontrada en frutos hasta 20 días post-antesis sea 
producto del gen PPOA/A´ que da lugar a mas de un producto génico. 
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1.- APLICACIÓN DE LA PROTEÓMICA EN PLANTAS: 
 
Las proteínas se encuentran entre las moléculas más estudiadas en 
plantas, incluyendo determinación de estructura, propiedades y función biológica. 
(Chambers y col., 2000). Las enzimas son un grupo muy importante dentro de las 
moléculas de naturaleza proteica, ya que catalizan la mayoría de las reacciones 
necesarias para el correcto funcionamiento de las células de tejidos vegetales y 
del resto de organismos vivos. La proteómica y el estudio de las variaciones 
cualitativas y cuantitativas en los patrones de expresión de proteínas han supuesto 
un gran avance en la identificación de proteínas y enzimas implicadas en los 
procesos moleculares y rutas metabólicas que se desarrollan en los organismos 
vegetales. 
 
Existen varias razones por las que el estudio proteómico aplicado a tejidos y 
organismos vegetales se está convirtiendo en un área de estudio en expansión en 
comparación con los estudios a nivel genético. Las investigaciones encaminadas a 
la secuenciación de genomas de especies vegetales no revelan información a 
cerca de la cantidad y número de proteínas activas que se encuentra en los tejidos 
vivos. A pesar de que existe información completa y detallada del genoma de 
diferentes especies vegetales, el estudio de los genes ofrece poca información a 
cerca de la función que desempeñan las proteínas que codifican o de las 
variaciones de la expresión y síntesis de las diferentes proteínas como respuesta 
a diferentes estímulos. Un inconveniente añadido es que el estudio de los 
genomas y los transcriptomas tampoco aporta respuestas acerca de cuáles son 
las posibles modificaciones post-traduccionales (fosforilaciones, glicosilaciones…) 
que pueden sufrir las proteínas durante el proceso de maduración hasta que son 
capaces de desempeñar una función determinada. Sin embargo, mediante el 
estudio proteómico de tejidos vegetales se pueden abordar preguntas prácticas en 
el campo de la biología, medicina o farmacia y permite identificar proteínas 
involucradas en el desarrollo de diversas fisiopatías (Pandey y Mann, 2000).  
 
La investigación proteómica actual está dirigida a identificar nuevas 
proteínas en relación con su función y en última instancia desvelar como está 
controlada su expresión dentro de redes de regulación. Los trabajos clásicos de 
construcción de proteomas descriptivos de orígenes complejos tal como el 
proteoma del tallo del arroz (Komatsu y col., 1999), han ido derivando hacia 
proteomas ligados a la función, analizando subproteomas de orgánulos propios de 
plantas, como el cloroplasto. Así, Peltier y col. (2000) investigaron proteínas 
tilacoidales del lumen y periféricas, mediante la combinación de electroforesis 
bidimensional, MALDI-TOF, MS/MS y secuenciación de Edman. Otros ejemplos de 
proteomas específicos de plantas quedan ilustrados por la construcción de 
proteomas de acículas de pino marítimo (proteoma específico de órgano), de 
xilema de pino marítimo (proteoma específico de tejido) (Costa y col., 1999) o de 
membrana peribacteroide de nódulos de raíz de soja (proteoma subcelular) 
(Panter y col., 2000). En todos los casos estos estudios condujeron a la 
identificación de conjuntos de proteínas no detectadas previamente en esos 
mismos materiales biológicos. En consecuencia, se pueden proponer nuevas 
hipótesis funcionales para conjuntos de proteínas que no muestran homología con 
proteínas conocidas de origen vegetal o no vegetal; algunos de estos estudios han 
identificado ESTs no caracterizados previamente. Muchos estudios proteómicos 
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tienen como objetivo detectar cambios en la expresión génica bajo la influencia de 
factores ambientales. Ejemplos de estos estudios lo constituyen la comparación 
global de tallos de arroz verdes y etiolados (Komatsu y col., 1999); análisis del 
efecto del tratamiento de hojas y tallos de arroz con ácido jasmónico como modelo 
de respuestas de defensa (Rakwal y Komatsu, 2000); la caracterización de la 
membrana nodular tras la simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno (Panter y 
col, 2000); análisis del efecto del ozono sobre plántulas de arroz (Agrawal y col., 
2002) y del frío sobre plántulas de lino (Tafforeau y col., 2002) o el efecto de 
elicitores fúngicos sobre el proteoma extracelular de suspensiones celulares de 
Arabidopsis (Ndimba y col., 2003). Una aplicación original de la proteómica fue 
propuesta por Kehr y col. (1999) para mostrar la distribución diferencial de 
proteínas del floema entre órganos fuente (hojas) y órganos colectores (frutos), 
demostrando que el floema no puede ser considerado como un compartimento 
uniforme. En particular, la proteína PP2 mostraba modificaciones 
postraduccionales diferentes, específicas del sitio de recolección del floema. 
 
La separación de proteínas vegetales por electroforesis bidimensional tiene 
las mismas limitaciones que las encontradas para proteínas de otros orígenes. 
Hay que resaltar no obstante que el estudio de proteomas vegetales ha 
contribuido significativamente a demostrar que principalmente las proteínas 
hidrofóbicas escapan al análisis por electroforesis bidimensional (Santoni y col., 
1998; Santoni y col., 1999a). Los procedimientos aceptados para la extracción 
selectiva de proteínas hidrofóbicas, tales como la separación de fases del Triton X-
114, no encuentran continuidad en la incorporación y resolución de dichas 
proteínas en geles bidimensionales (Santoni y col., 1999b). 
 
Junto a la identificación de nuevas proteínas, una tarea importante en 
proteómica concierne a la organización de los datos generados en bases de datos. 
Hasta el año 2001 se habían introducido dos bases de datos dedicadas a 
proteomas vegetales. La base de datos de pino marítimo  constituye la primera 
base de datos pública de una especie forestal (Costa y col, 1999) 
http://www.pierroton.inra.fr/genetics/2D/. La otra, que incluye datos publicados 
previamente sobre el proteoma de la membrana plasmática de Arabidopsis 
(Santoni y col., 1998), ofrece además opciones bioinformáticas ampliadas de 
acceso y descarga de datos (Sahnoun y col, 2000). Actualmente el número de 
bases de datos va creciendo a medida que avanzan los proyectos proteómicos. 
Dichos desarrollos van a jugar con toda seguridad un papel clave en la explotación 
de la enorme cantidad de datos que empieza a producirse por proyectos de 
investigación de proteómica funcional. A continuación incluimos un listado de 
accesos a bases de datos de proteómica vegetal: 
 
 
   tejidos de arroz y alfalfa: http://semele.anu.edu.au/2d/2d.html 
   tabaco: http://tby2-www.uia.ac.be/tby2/ 
   arroz  (proteoma completo): http://gene64.dna.affrc.go.jp/RPD/database_en.html 
   semilla de Arabidopsis thaliana: http://seed.proteome.free.fr/maps.htm 
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2.- APLICACIÓN DE PROTEÓMICA AL ESTUDIO DE PODREDUMBRE 
APICAL:  
 
En la introducción general resaltamos el hecho de que existe información 
disponible a cerca de los factores genéticos que contribuyen al mayor o menor 
grado de susceptibilidad de frutos de diferentes variedades de tomate. Sin 
embargo, la bibliografía que hemos recopilado dedicada al estudio de los factores 
que intervienen en la aparición de la podredumbre apical en frutos de tomate se 
centra, sobre todo, en aspectos fisiológicos y en la capacidad de las plantas de 
tomate para absorber y transportar calcio desde las raíces a los frutos. Existe una 
carencia de información dedicada al estudio de los aspectos bioquímicos y 
moleculares que conlleva la aparición de esta fisiopatía. Tan sólo hemos 
encontrado algunas referencias como la de Hobson (1967) donde se describe un 
considerable aumento de la actividad polifenol oxidasa en los tejidos circundantes 
a la zona afectada por podredumbre apical en tomate, en comparación con la 
actividad registrada en frutos sanos no afectados por dicha fisiopatía utilizando 
protocolos de medida en extractos crudos y precipitaciones de proteínas con 
acetona. En apartados anteriores hemos demostrado la correlación del aumento 
de la actividad polifenol oxidasa en tejidos de frutos de tomate variedad Italian 
Hungarian Paste afectados por podredumbre apical utilizando métodos 
espectrofotométricos de medida de la actividad cinética. También hemos 
determinado la presencia de transcritos de PPOA en de la variedad Italian 
Hungarian Paste afectados por dicha fisiopatía. Los experimentos que 
proponemos a continuación pretenden avanzar en el conocimiento de los 
fenómenos bioquímicos que se producen en frutos de tomate afectados por esta 
fisiopatía e identificar enzimas y rutas metabólicas implicadas mediante la 
aplicación de técnicas proteómicas.  
 
Este es el primer estudio a nivel proteómico de esta fisiopatía, el primero 
realizado con frutos y uno de los primeros realizados en tomate (Rep y col., 2002; 
Corpillo y col. 2004). Los tejidos afectados por podredumbre apical muestran los 
primeros síntomas de desagregación de tejidos y necrosis en las regiones distales 
del fruto más alejadas del pedicelo y avanza en círculos concéntricos por la 
superficie e interior del fruto llegando a afectar incluso a la mitad de su volumen. 
Esta observación nos conduce a establecer la posibilidad de que en regiones 
alejadas de la zona necrotizada existan mecanismos de defensa y expresión de 
proteínas de resistencia que permitan el desarrollo y maduración normal de esta 
región de los frutos sin mostrar ninguno de los síntomas típicos de la podredumbre 
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Figura 4.1: frutos de tomate afectados por podredumbre apical. Los frutos 




Para poder responder a estas cuestiones hemos diseñado un experimento 
en el que se consideran tres tipos de tejido (figura 4.2) utilizando frutos de tomate 
de la variedad Italian Hungarian Paste como modelo. El primer tejido corresponde 
a frutos de tomate que no presentan ningún síntoma de afección por podredumbre 
apical (control), el segundo tipo de tejido analizado corresponde a tejido 
necrotizado de frutos afectados por podredumbre apical (PA1). Además, hemos 
considerado un tercer tejido que corresponde a tejido de frutos afectados por 
podredumbre apical pero que no muestran zonas necrotizadas (PA2). En frutos 
afectados diferenciamos entre tejido PA1 y PA2 (figura 4.2) mediante un eje 
transversal que divide a los frutos afectados en una zona superior, cercana al 
pedicelo por donde se suministran los nutrientes y agua necesarios para el 
crecimiento del fruto y una zona inferior o distal, donde se suelen manifestar los 
síntomas de la podredumbre apical. La diferenciación entre PA1 y PA2 se debe a 
que la degeneración, ruptura y necrotización de los tejidos en la zona apical 
afectada puede dar lugar a la inducción de mecanismos, generación de 
mensajeros y cascadas de señalización celular que modifiquen la expresión de 
proteínas en regiones alejadas de la zona afectada.  
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Figura 4.2: frutos de tomate de la variedad Italian Hungarian Paste. A la 
izquierda se muestra un fruto de tomate sano (control). A la derecha un fruto de 
tomate afectado por podredumbre apical. En el caso de frutos afectados hemos 
distinguido dos regiones, una zona del fruto próxima a la aparición de síntomas de 
podredumbre apical (PA1), y una zona alejada (PA2). 
 
 
Con cada uno de los tres tejidos (control, PA1 y PA2) se han llevado a cabo 
preparaciones de proteínas de fracción soluble y de fracción particulada. En cada 
uno de los tejidos distinguimos, por lo tanto, entre E1 y E2. En capítulos anteriores 
hemos descrito la utilidad de la utilización de detergente Triton X-114 para la 
obtención de una preparación adicional con actividad polifenol oxidasa. La 
elaboración y tinción de geles bidimensionales utilizando las proteínas presentes 
en la preparación E2 pretende demostrar la utilidad del detergente Triton X-114 
para la solubilización y visualización de un mayor número de proteínas. Así, tras 
optimizar los protocolos de preparación de muestras de proteína y las condiciones 
de separación electroforética bidimensional, especialmente la primera dimensión, 
se ha conseguido separar y detectar conjuntos de proteínas de frutos sanos 
(control) y afectados (PA1 y PA2). La obtención de huellas peptídicas por digestión 
tríptica en gel y MALDI-TOF (Shevchenko, 2001), la compilación de una base de 
datos de secuencias de tomate y especies próximas y la comparación de ambas 
mediante el programa de búsqueda MS-FIT (Clauser y col., 1999) ha dado lugar a 
la identificación satisfactoria de un buen número de proteínas. El análisis 
comparativo de los geles anotados con las identificaciones nos ha permitido poner 
de manifiesto la relevancia del sistema antioxidante de la planta, del ciclo 
ascórbico-glutatión y de la ruta de las pentosas fosfato en la fisiopatía descrita 
como podredumbre apical. El significado de estos datos se discute desde el punto 
de vista bioquímico y fisiológico. 
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1.- SOLUCIONES UTILIZADAS:  
 
 
Solución de rehidratación 
Contiene urea 8M, CHAPS 4% (p/v) y 0.01 gramos de azul de bromofenol. Se 
puede guardar a -20ºC en alícuotas de 1 ml y en el momento de utilizar se 




Tampón de equilibrado 
Tris-HCl 50 mM, pH 8.8, urea 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v) y 0.01 
gramos de azul de bromofenol. Esta disolución se puede congelar en alícuotas 
de 10 ml a -20ºC y en el momento de utilizar se añaden 10 mg/ml de ditiotreitol 
y 12.5 mg/ml de iodoacetamida. 
 
 
Solución de acrilamida 
Mezcla de monómeros de acrilamida 30% (p/v) y metileno-bisacrilamida 0.8% 
(p/v) en agua destilada y desgasificada a vacío. 
 
 
Tampón de recorrido 
Contiene Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.1% (p/v). 
 
 
Agarosa de sellado 




Solución de fijación para geles 
Ácido acético 10% (v/v) y metanol 40% (v/v) 
 
 
Solución de teñido para geles 
Se preparan por separado una solución que contiene 50 gramos de sulfato de 
amonio, 6 ml de ácido fosfórico disueltos en 625 ml de agua destilada y 
metanol (4:1 v/v). La disolución anterior se debe preparar en fresco y, 
previamente a su utilización, mezclar con 10 ml de una solución de azul de 
Coomassie G-250 5% (p/v). 
 
 
Solución matriz para MALDI 
Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 1% (p/v) en una disolución que contiene 90% 




APROXIMACIÓN PROTEÓMICA AL ESTUDIO DE PODREDUMBRE APICAL Juan Casado Vela 
 
 - 91 - 
Marcadores de peso molecular para electroforesis bidimensional: 
 
MARCADORES DE PESO MOLECULAR I  
(Bio-Rad) 
 Proteína pI MW (Da) 
1 albúmina de clara de huevo de gall ina 6.0, 6.3, 6.6 76000 
2 albúmina de suero bovino (BSA) 5.4, 5.5, 5.6 66200 
3 actina de músculo de bovino 5.0, 5.1 43000 
4 GAPDH de músculo de conejo 8.3, 8.5 36000 
5 anhidrasa carbónica bovina 5.9, 6.0 31000 
6 inhibidor de tripsina de soja 4.5 21500 
7 mioglobina equina 7.0 17500 
 
 
MARCADORES DE PESO MOLECULAR II 
(Fermentas) 
 Proteína MW (Da) 
1 β-galactosidasa de E. coli 116000 
2 BSA (albúmina de suero bovino) 66200 






5 Bsp98I endonucleasa de E. coli 25000 
6 β-lactoglobulina de 
leche bovina 
18400 





Preparación de muestras y cuantificación del contenido total de 
proteínas: Los extractos protéicos utilizados para llevar a cabo los experimentos 
de este capítulo corresponden a mezclas complejas de proteínas obtenidas con el 
mismo protocolo de extracción descrito en el capítulo de extracción y 
caracterización cinética de PPO de frutos de tomate (E1 y E2). La cuantificación del 
contenido de proteínas de las diferentes muestras se realizó según el método 
Bradford (descrito en el apartado de materiales y métodos del capítulo de 
extracción y purificación de PPO). 
 
 
Precipitación de proteínas con ácido tricloroacético: Hemos utilizado 
una variación del método de precipitación de proteínas con ácido tricloroacético y 
acetona descrito por Granier y Van de Walle (1988). De cada una de las muestras 
se analiza un volumen correspondiente a 100 microgramos de proteína total y se 
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somete a precipitación con ácido tricloroacético de acuerdo con el protocolo 
siguiente: la muestra se lleva a un volumen de 750 µl añadiendo agua destilada, 
se añaden 8.5 µl de una solución de desoxicolato de sodio 2% (p/v) (Bensadoun y 
Weinstein, 1975) y se incuba en hielo 10 minutos. Entonces  se añaden 250 µl de 
ácido tricloroacético 24% (v/v). Se agita vigorosamente y se incuba 30 minutos en 
hielo. El resultado de esa incubación se centrifuga 10 minutos a 11000 rpm a 
temperatura ambiente con ayuda de una centrífuga de sobremesa y se decanta el 
sobrenadante. El precipitado se lava con 1 ml de acetona fría y se incuba en hielo 
durante 10 minutos. Se centrifuga 10 minutos a 11000 rpm y se repite el lavado 
con acetona otras dos veces. Por último, el precipitado obtenido se deja secar a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. La adición de ácido tricloroacético y 
acetona provoca la inactivación y precipitación de la mayoría de las proteínas 
presentes en los tejidos vegetales. Además, este método presenta la ventaja 
añadida de que mantiene solubles otros componentes celulares que pueden 
interferir en el manejo de proteínas, como sales y compuestos de naturaleza 
fenólica. 
 
Isoelectroenfoque (IEF): Una vez precipitadas con tricloroacético y lavadas 
con acetona, las proteínas se resuspenden en 300 µl de solución de rehidratación. 
Las muestras se colocan en contacto con tiras de isoelectroenfoque (IPG strips) 
con gradiente lineal inmovilizado de pH 4.0-7.0 (180×3×0.5mm) -Amersham 
Biosciences- y se someten a hidratación durante 12 horas a temperatura 
constante (20ºC), aplicando una pequeña diferencia de potencial de 50V/IPG strip 
(IPGphor Isoelectric Focusing System), hecho que facilita la entrada de las 
proteínas al gel (Rabilloud y col., 1994; Rabilloud y col., 1997; Görg y col., 1999), a 
la vez que sirve como proceso de desalado preliminar. El protocolo de 
isoelectroenfoque utilizado incluye cuatro pasos, en los que las proteínas se 
someten a una serie de voltajes diferentes para favorecer su migración hasta 
alcanzar su punto isoeléctrico, una vez alcanzados los 85000 voltios × hora. 
Durante todo el proceso de isoelectroenfoque la intensidad de la corriente está 
limitada a 50 µA con la finalidad de evitar el sobrecalentamiento y degradación de 
las muestras (Tastet y col., 2003). La elección de geles de isoelectroenfoque (IPG 
strips pH 4.0-7.0) y la polimerización de geles de acrilamida para la segunda 
dimensión a una concentración de 12.5% (p/v) y tamaño aproximado de 
180!245!0.5 milímetros (Ettan Dalt six -Amersham Biosciences-) nos permite en 
primer lugar observar las diferencias de una amplia subpoblación de las proteínas 
que contienen nuestras muestras estudiadas (más del 75% de las proteínas 
contabilizadas en un gel de las mismas dimensiones con un gradiente lineal pH 3-
10 teñido con nitrato de plata y, en segundo lugar, una resolución y separación en 
la superficie del gel apropiada para su análisis, comparación de los niveles de 
expresión en los diferentes geles elaborados y su identificación mediante técnicas 
de espectrometría de masas. Finalizado el isoelectroenfoque, cada tira se deposita 
en un tubo de ensayo con 5 ml de tampón de equilibrado y se dejan en agitación 
(agitador orbital) durante media hora.  
 
Electroforesis en SDS-PAGE: La electroforesis bidimensional (2-D 
electroforesis) la hemos realizado de acuerdo con el método de Santoni y col. 
(1999a) con ligeras modificaciones. Las muestras fueron sometidas a 
electroforesis en gel de acrilamida (12.5% p/v) de acuerdo a la tabla 4.1.  
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Tabla 4.1: composición de geles de acrilamida 12.5% 
(p/v) (composición para 100 ml) 
reactivo volumen 
solución de monómeros acrilamida 41.7 ml 
Tris-base 1.5M, pH 8.8) 25 ml 
10% SDS 1 ml 
agua destilada 31.8 ml 
persulfato de amonio 0.5 ml 
(N, N, N, N-tetrametilendiamina) 33 µl 
 
 Los geles utilizados tienen un tamaño aproximado de 180×245×1 
milímetros, y son polimerizados entre superficies de vidrio con una separación 
entre si de un milímetro. La mezcla disolución de acrilamida se vierte en la cavidad 
entre los cristales con ayuda de una pipeta hasta alcanzar un centímetro de 
separación con el borde superior de los cristales. Añadimos a la parte superior un 
mililitro de una solución de butanol saturado en agua, que ayuda a que se forme 
un frente completamente horizontal en la parte superior y se deja polimerizar 
durante ocho horas (Ettan Dalt six gel caster -Amersham Biosciences-). Finalizada 
la polimerización hay que depositar las tiras de isoelectroenfoque en contacto con 
la parte superior de los geles de acrilamida y cubrirlas con agarosa de sellado para 
evitar que queden huecos o burbujas con aire que ofrezcan resistencia al paso de 
la corriente y produzcan efectos indeseados en la migración de las proteínas. 
Antes de que polimerice la agarosa de sellado, hemos colocado en el extremo de 
las tiras de isoelectroenfoque unos papeles de filtro de un milímetro de grosor 
donde hemos incorporado 5 µl de marcadores de peso molecular para la 
determinación del punto isoeléctrico y peso molecular de las especies proteicas de 
los geles. Realizamos la electroforesis vertical (segunda dimensión) en cubeta 
Ettan-dalt six -Amersham Biosciences- con un tampón de recorrido, programando 
una potencia de corriente constante de 25 Vatios/gel durante 5 horas. 
 
Tinción de geles con azul Coomassie: Hemos utilizado el protocolo de 
tinción con azul brillante de Coomassie G-250 adaptado de Neuhoff y col. (1988) 
tal y como se describe a continuación. Tras la electroforesis los geles se sumergen 
completamente en solución de fijación. A continuación se lavan tres veces durante 
10 minutos en agua destilada. Seguidamente, los geles se sumergen durante ocho 
horas en una solución de teñido que contiene azul brillante de Coomassie coloidal 
(G-250). Por último los geles se destiñen con ayuda de un agitador orbital y 
utilizando frecuentes cambios con agua destilada hasta que los puntos aparecen 
perfectamente contrastados sobre el fondo del gel.  
 
Tinción de geles con nitrato de plata: Hemos utilizado el protocolo 
compatible con espectrometría de masas descrito por Shevchenko y col. (1996). 
Los geles se depositan en cubetas de tamaño apropiado y se cubren durante 30 
minutos con una disolución de fijación que contiene metanol 50% (v/v) y ácido 
acético 10% (v/v). A continuación los geles se sumergen durante 15 minutos en 
metanol 5% (v/v). Los geles se lavan tres veces con agua ultrapura y 
posteriormente se sumergen en tiosulfato sódico pentahidrato preparado a una 
concentración de 0.2 g/litro durante 2 minutos. Se realizan tres lavados con agua 
ultrapura. Dejamos incubando 25 minutos con solución de nitrato de plata 0.2 
g/100 ml. Se lavan tres veces con agua ultrapura. A continuación los geles se 
sumergen en una solución que contiene 300 g/100 ml de carbonato de sodio, 
50µl/100 ml de formaldehído 35% (v/v) y 2 ml/100 ml tiosulfato de sodio durante 10 
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minutos. En el paso anterior las diferentes especies proteicas contenidas en el gel 
adquieren una coloración negra (revelado de las proteínas). Un último paso 
consiste en añadir una solución de EDTA 1.4 g/100 ml durante diez minutos para 
parar el proceso de revelado. 
 
Digitalización y análisis de imágenes de geles bidimensionales: Los 
geles teñidos con alguno de los métodos descritos anteriormente fueron 
escaneados utilizando un densitómetro (ImageScanner) y las imágenes de alta 
resolución generadas (16bit, 300 puntos por pulgada, formato TIFF) fueron 
analizadas mediante un programa informático (2D Image Master Platinum -Non 
Linear Dinamics-). 
 
 Determinación del punto isoeléctrico y peso molecular de las proteínas 
de geles bidimensionales: El programa Image Master Platinum establece un 
valor de punto isoeléctrico y peso molecular a cada uno de los píxeles que 
componen la imagen digital de cada uno de los geles. La asignación de estos 
valores la realiza de acuerdo a información introducida por el investigador, 
tomando como referencia el peso molecular de cada una de las siete proteínas de 
los marcadores de peso molecular. Para la asignación de valores de punto 
isoeléctrico hemos asignado cuatro valores (pI= 4.0; pI= 5.0; pI= 6.0 y pI= 7.0) a 
cuatro píxeles del gel teniendo en cuenta que hemos utilizado tiras de 
isoelectroenfoque con gradiente lineal y que, por lo tanto, las diferentes unidades 
de punto isoeléctrico se distribuyen de modo equidistante dentro de la tira de 
isoelectroenfoque y que los puntos pI= 4.0 y pI= 7.0 se encuentran en cada uno de 
los extremos de dicha tira.  
 
Recuperación de proteínas de los geles bidimensionales: Los puntos de 
interés (fragmentos de gel teñidos) se recuperan de forma individualizada 
mediante la ayuda de cuchillas de escalpelo directamente sobre la superficie de 
los geles. Se trata de recortar los puntos de la manera más precisa posible, 
evitando coger superficie de gel no teñido o que puede corresponder a manchas 
adyacentes. Las piezas de gel, que deben tener un tamaño aproximado de 1mm2, 
son transferidas a placas multipocillo para su procesado posterior. 
 
Secado de geles: Hemos utilizado un sistema que permite un secado 
rápido y sencillo de geles entre dos láminas de acetato con ayuda de un marco 
secador de geles de metacrilato (24x24 centímetros), suministrado por Diversified 
Biotech. Los geles deben ser sumergidos completamente en una disolución de 
etanol 20% (v/v) y glicerol 10% (v/v) durante 30 minutos. Disponer los geles entre 
dos láminas de acetato previamente humedecidas con agua destilada, evitando la 
formación de burbujas que puedan interferir en un proceso de secado homogéneo 
en toda la superficie del gel. Los geles colocados de esta forma se dejan secar en 
posición horizontal y a temperatura constante de 20ºC durante ocho horas. Una 
vez secos, los geles pueden ser almacenados durante períodos de tiempo 
prolongados a baja temperatura (cuatro grados centígrados) para poder procesar 
las proteínas que contienen. 
 
Digestión de proteínas con tripsina: Para la identificación de proteínas 
mediante técnicas de espectrometría de masas (MALDI-TOF) hemos seguido los 
protocolos de digestión en gel con tripsina (Trypsine in-gel digestion) y extracción 
de los péptidos descrito por Shevchenko (2001). Los fragmentos de gel de interés 
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se disponen en placas multipocillo y se digieren durante ocho horas en presencia 
de tripsina (sequencing grade modified trypsin, Promega, Madison, WI, USA) con 
ayuda de un robot digestor (ProGest -Genomic Solutions, Michigan USA-). Se trata 
de una serin-proteasa de origen porcino que hidroliza enlaces peptídicos 
específicamente en los extremos carboxilo de lisina o arginina (tabla 4.2).  
 
 
Tabla 4.2: características de la tripsina utilizada en la digestión de las 
proteínas contenidas en fragmentos de gel 
enzima E.C. tipo peso molec .  pH óptimo 
sitio de 










Cortes en las  
cadenas no se 
pueden producir 
cuando encontramos  
prolina en el lado 




Los viales de tripsina liofilizada se resuspenden en 1 ml de agua ultrapura y 
1 µl de ácido fórmico 99% (v/v), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 
Los fragmentos de gel se lavan dos veces con agua ultrapura (15 minutos cada 
lavado) y después dos veces durante 15 minutos con una solución de 
agua:acetonitrilo 1:1 (v:v). A continuación se añaden 60 µl de acetonitrilo 100% 
(v/v). Se elimina el acetonitrilo y equilibrar durante 5 minutos en 0.1M NH4HCO3. 
Se añade el mismo volumen de acetonitrilo e incubar durante 15 minutos. A 
continuación, los fragmentos de gel se rehidratan en una solución que contiene 
DTT 10mM y NH4HCO3 0.05M. Se incuba durante 45 minutos a 56ºC para reducir 
las proteínas y se elimina la solución anterior. A continuación se añaden 60 µl de 
una solución 55mM iodoacetamida y 0.05M NH4HCO3 durante 30 minutos. Se 
elimina el líquido del paso anterior y se añaden 60 microlitros de NH4HCO3 50mM. 
La digestión de las proteínas se realiza añadiendo un volumen suficiente de 
tripsina para alcanzar una concentración final de enzima de 12.5 ng/microlitro y se 
incuba a 37°C durante ocho horas. Tras la digestión, los péptidos resultantes son  
recuperados de los fragmentos de gel añadiendo, en primer lugar, una solución 
que contiene 50 µl de ácido fórmico (5% v/v) durante 15 minutos y, por último, 50 
microlitros de acetonitrilo 5% (v/v).  
 
 
Preparación de la placa MALDI (Dried Droplet Method): Finalizada la 
digestión, los péptidos extraídos se deshidratan con ayuda de una centrífuga de 
vacío de sobremesa durante una hora a temperatura ambiente y seguidamente 
son resuspendidos en 90 µl de ácido fórmico 10% (v/v) y transferidos al robot de 
plaqueado (ProMS -Genomic Solutions-). Los péptidos resuspendidos son 
sometidos a un paso de purificación utilizando puntas de pipeta desechables que 
contiene una matriz de C18 (ZipTip, number ZTC18096 Millipore, Bedford, MA, 
USA). Los péptidos adsorbidos en la microcolumna de C18 se lavan con agua 
ultrapura y se eluyen en dos microlitos de solución matriz para MALDI, de ácido α-
ciano-4-hidroxicinámico depositándose sobre la placa MALDI. La elección de la 
matriz que contiene el analito depende, sobre todo, de la naturaleza del propio 
analito (tabla 4.3).   
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Tabla 4.3: matrices utilizadas para el análisis de 
proteínas, glúcidos y ácidos nucleicos con MALDI-TOF 
utilizando láser de nitrógeno (337nm). (Simpson, 2002) 
matriz péptidos glúcidos ácidos 
nucleicos 
ácido α-ciano-4-hidroxicinámico +++   
ácido sinapínico +++   
ácido 2,5-dehidroxibenzóico +++ +++  
2,4,6-trihidroxiacetofenona ++  +++ 
ácido 3-hidroxi-picolínico   +++ 
ácido ferúlico +  ++ 
 
 
Los puntos depositados de esta manera se dejan secar a temperatura 
ambiente hasta que la mezcla de péptidos y matriz adquieren una apariencia 
cristalina (figura 4.3). Para optimizar el fenómeno de ionización, esta matriz debe 
prepararse fresca en cada evento de preparación de la placa MALDI. Dado que 
las placas MALDI que hemos utilizado están fabricadas en acero inoxidable (5×5 
centímetros) y son reutilizables, es necesario limpiar la superficie con metanol 
para eliminar cualquier resto de proteína o matriz anterior y aplicar una corriente 
de gas nitrógeno para facilitar el secado y proporcionar una superficie libre de 







Figura 4.3: (A) placa MALDI de acero. Se pueden observar una serie de puntos 
que corresponden a una mezcla de matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico y 
péptidos péptidos procedentes de digestión de proteínas con tripsina. Cada 
posición de la placa MALDI corresponde a mezclas de péptidos de una única 
proteína recuperada de un gel bidimensional. (B) Cristales de matriz de ácido 
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Adquisición del espectro de masas mediante MALDI-TOF: La medida de 
las masas de los péptidos resultantes de la digestión de cada una de las proteínas 
se realizó utilizando el equipo Voyager-DE STR MALDI-TOF (Applied Biosystems), 
operado en modo reflectrón (reflectron-delayed extraction mode). Los espectros 
fueron adquiridos utilizando el programa Voyager Instrument Control Panel versión 
5.10 (Applied Biosystems). Una vez adquiridos los espectros y calibrados los 
datos, es necesario hacer una serie de correcciones utilizando el programa Data 
Explorer versión 4.0 (Applied Biosystems), como son la corrección de la línea 
base, filtrado del ruido y de picos que corresponden a formas no-monoisotópicas 
(deisotoping).  
 
Acotación de los datos de masas de péptidos: El análisis de cada una 
de las proteínas con MALDI-TOF genera listados de masas (masa/carga) muy 
amplios. En la bibliografía especializada se acepta que se pueden realizar 
identificaciones satisfactorias con un 30% de los listados de masas que genera 
cada una de las proteínas (siempre que la proteína esté contenida en la base de 
datos que utilizamos). Además, hay que tener en consideración que las masas 
(m/z) demasiado pequeñas no contribuyen significativamente a mejorar los 
resultados, ya que pueden corresponder a moléculas e iones pequeños o a masas 
de la propia matriz utilizada. Para la búsqueda en bases de datos se suelen utilizar 
todos los picos (m/z) superiores a 500 Dalton e inferiores a 8000 Dalton 
(eliminando, de esta forma, aquellas masas que corresponden a sales o aductos 
químicos). 
 
 Identificación de proteínas: Hemos utilizado alternativamente dos 
programas informáticos: MS-FIT (Clauser y col., 1999) y MASCOT (Perkins y col., 
1999). Ambos programas utilizan el algoritmo de búsqueda denominado MOWSE 
(Daresbury, UK), http://www.dl.ac.uk/SEQNET/mowse.html, para la comparación 
de los listados de masas medidos con MALDI-TOF con las masas de péptidos de 
digestiones teóricas de proteínas recogidas en bases de datos (NCBI, SWISS-
PROT, TIGR). El  programa genera una lista priorizada que incluye aquellas 
proteínas que presentan una mayor probabilidad de corresponderse con la 
identidad de las proteínas analizadas. El programa informático muestra en la 
primera posición de la lista la proteína contenida en la base de datos utilizada que 
mayor similitud muestra con la proteína analizada. Esta similitud se basa en la 
comparación de los listados de masas obtenidos mediante MALDI-TOF.  
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1.- OPTIMIZACIÓN DE LOS PROTOCOLOS: 
 
La necesidad de encontrar un protocolo de extracción de las proteínas 
apropiado es crucial, ya que la cantidad y número de proteínas solubilizadas 
depende fuertemente de los tejidos de partida (Stasyk y col., 2001). Uno de los 
pasos críticos a la hora de plantear la separación de mezclas complejas de 
proteínas mediante la técnica de electroforesis bidimensional es la preparación 
adecuada de las muestras (Halloway y Arundel, 1988; Granier y Van de Walle, 
1988; Flengsrud y Kobro, 1989, Stasyk y col., 2001), ya que la finalidad es 
visualizar el mayor número de proteínas posible contenidas en nuestras muestras 
de tejido de tomate. En la bibliografía se pueden encontrar numerosos trabajos 
encaminados a la obtención, recuperación y solubilización de proteínas de tejidos 
vegetales y la optimización de protocolos de extracción para diferentes tejidos, 
incluyendo centrifugaciones diferenciales, fraccionamiento de compartimentos 
subcelulares y fraccionamiento de proteínas de membrana mediante la utilización 
de detergentes. Los tejidos vegetales a menudo representan un material de 
partida complicado para la extracción de proteínas y su estudio mediante 
electroforesis bidimensional y espectrometría de masas. En general los contenidos 
de proteínas son bajos comparados con cultivos de microorganismos y tejidos 
animales. Además, los tejidos vegetales son ricos en compuestos que producen 
interferencias y pérdida de reproducibilidad (contenido en sales, ácidos orgánicos, 
fenoles, proteasas endógenas, ligninas, pigmentos, terpenos, ceras...), que se 
acumulan en diferentes compartimentos y orgánulos que ocupan gran parte del 
volumen celular. En las extracciones y homogenados de plantas a menudo se 
observan fenómenos de agregación y degradación de las proteínas como 
consecuencia del contenido en fenoles y proteasas endógenas en el material de 
partida, que causan modificaciones en peso molecular y punto isoeléctrico. 
Además, los tejidos vegetales suelen presentar una elevada concentración de 
iones y sales en disolución que pueden provocar efectos negativos tanto en la 
solubilización como en la migración de las proteínas en los diferentes pasos del 
análisis mediante electroforesis bidimensional. Por todas estas razones, un buen 
método de extracción de proteínas de los tejidos vegetales debe contemplar la 
eliminación de compuestos de naturaleza no proteica, la disociación completa de 
las interacciones entre diferentes proteínas y la inhibición de las proteasas. 
 
Las muestras de proteínas analizadas en este apartado corresponden a las 
preparaciones protéicas E1 y E2 de frutos de tomate de la variedad Italian 
Hungarian Paste, cuya preparación y protocolo de extracción de proteínas ha sido 
descrito detalladamente en el apartado de preparación de las muestras para 
estudio cinético de la PPO. Hemos utilizado preparaciones protéicas de tejidos de 
fruto de tomate afectados por la fisiopatía de podredumbre apical y sanos (figura 
4.2). Este diseño experimental nos ha permitido la comparación de los perfiles de 
proteínas que se obtienen al realizar electroforesis bidimensionales de tejidos 
afectados y sanos en esta variedad de tomate especialmente susceptible a la 
aparición de podredumbre apical y la identificación mediante espectrometría de 
masas de proteínas responsables de procesos enzimáticos y rutas metabólicas 
implicadas en la aparición de esta fisiopatía.  
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Una determinación precisa de la cantidad de proteína total en las muestras 
procesadas es de una importancia fundamental para la elaboración de los geles 
bidimensionales. La reproducibilidad y la comparación en los niveles de expresión 
de las proteínas dependen en gran medida de la cantidad y naturaleza de las 
mismas en la muestra analizada (Tsugita y col., 1996). En nuestros experimentos 
hemos procedido a la precipitación de un volumen de extracto (E1 y E2) que 
corresponde a 100 µg de proteína total (Bradford, 1976). Esta precipitación se 
lleva a cabo con una doble finalidad. Por una parte, se aumenta la probabilidad de 
eliminar compuestos interferentes en nuestras preparaciones y, por otra, nos 
permite resuspender los precipitados en tampón adecuado para isoelectroenfoque. 
En la literatura existen dos métodos ampliamente utilizados para la precipitación 
de proteínas en extractos acuosos procedentes de homogenados de tejidos 
vegetales. El primero es la obtención de proteínas mediante la utilización de fenol 
y cloroformo (Wessel y Flugge, 1984) y el segundo método se basa en la 
utilización de ácido tricloroacético y acetona (Granier y Van de Walle, 1988). 
Nosotros hemos elegido el segundo método con pequeñas modificaciones, como 
son la presencia de desoxicolato de sodio (Bensadoun y Weinstein, 1975) y la 
incorporación de varios lavados del precipitado enriquecido en proteínas con 
acetona para eliminar el exceso de sales en disolución. Estas modificaciones han 
sido fundamentales, ya que las muestras procesadas con un único paso de lavado 
con acetona contienen una concentración de sales elevada que impiden un 
isoelectroenfoque apropiado de las diferentes especies protéicas. 
 
 
2.- VENTAJAS DE LA UTILIZACIÓN DE DETERGENTE TRITON X-114: 
 
 Debido a las limitaciones de la técnica de electroforesis bidimensional, 
proteínas con pesos moleculares muy elevados (>100kDa) o muy pequeños 
(<8kDa), con puntos isoeléctricos extremos (>10.0 y <3.0), proteínas hidrofóbicas 
y proteínas poco abundantes pueden ser difíciles de analizar e identificar con las 
técnicas que aquí proponemos. Por esta razón, el fraccionamiento de los extractos 
mediante la aplicación de diferentes métodos, previo a la separación mediante 
electroforesis bidimensional puede favorecer la recuperación de proteínas poco 
abundantes y/o difíciles de solubilizar. En nuestro caso, hemos intentado 
enriquecer las preparaciones en proteínas parcialmente hidrofóbicas mediante 
extracción de fracciones particuladas con detergentes no-iónicos como el Triton X-
114 o el Triton X-100. Dicha fracción fue extraída en primer lugar por solubilización 
con detergente 1.5% (v/v) y luego sometida a separación de fases inducida por 
temperatura (Sánchez-Ferrer y col., 1994; Bru y col., 1995), recuperando la fase 
pobre en detergente (E2) para su posterior análisis mediante electroforesis 
bidimensional. Se han elaborado una serie de geles bidimensionales con extractos 
solubles (E1) y particulados (E2) de la variedad Italian Hungarian Paste, detectando 
proteínas por tinción con nitrato de plata, que es capaz de revelar la presencia de 
un mayor número de proteínas que las tinciones con azul de Coomassie 
(Shevchenko y col., 1996a y b). Como se aprecia en la figura 4.4, la preparación 
resultante del uso de Triton X-114 (geles 2 y 5) contiene una gran variedad de 
especies proteicas, bien definidas como manchas en el gel, frente a la escasez de 
proteínas recuperadas al usar el detergente Triton X-100 (geles 3 y 6). El resultado 
fue excelente tanto para tejidos sanos (gel 2) como para tejidos afectados por 
podredumbre apical (gel 5). Comparando las fracciones E1 con las E2 se puede 
apreciar dos conjuntos de puntos que, a pesar de proceder de la extracción de una 
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misma muestra original, no presentan la misma distribución (en forma de 
coordenadas de punto isoeléctrico -en horizontal- y peso molecular -en vertical-). 
Esto demuestra que el detergente Triton X-114 sirve para solubilizar y extraer un 
conjunto de proteínas que no ha sido posible detectar en la fracción soluble. El 
análisis de las imágenes de los geles utilizando el programa informático Image 
Master Platinum (Amersham Biosciences) revela la existencia de diferencias 
significativas en el número e intensidad (abundancia) de las proteínas detectadas 
en los diferentes extractos protéicos (E1 y E2) y atendiendo a la utilización de 
diferentes detergentes (Triton X-114 y Triton X-100). También se aprecian 
diferencias significativas entre los perfiles protéicos de tejidos sanos (PA2) y 
tejidos afectados por podredumbre apical (PA1). 
 
 
Tabla 4.4: número de puntos detectados en los geles 1 al 6 de la figura 4.4, 
teñidos con nitrato de plata y utilizando el programa Image Master Platinum  
 Número de proteínas 
 E1 E2 (Triton X-114) E2 (Triton X-100) E1∩ E2 (114) E1U E2 (114)   
PA2  189 440 13 91 538 
PA1 417 470 88 242 645 
 
 
Los datos cuantitativos de esta comparación se resumen en la tabla 4.4. En 
la fracción soluble E1 hay menos polipéptidos que en la E2, tanto en tejido sano 
(189 frente a 440) como en tejidos afectados (417 frente a 470). La fracción 
soluble del tejido afectado es mucho más rica en polipéptidos que el tejido sano 
(417 frente a 189), lo cual sugiere que las células del tejido afectado sufren un alto 
grado de desintegración y desagregación de modo que el contenido de muchos 
orgánulos está mezclado con la fracción soluble. Esta interpretación viene 
apoyada por el dato de que el conjunto intersección E1∩ E2 afectado es mucho 
mayor que el control (242 frente a 91). La amplitud del conjunto intersección E1∩ 
E2 (91 en sanos y 242 en afectados) nos indica que durante la homogeneización 
de los tejidos se produce ruptura significativa de orgánulos a pesar de utilizar 
tampones que previenen el choque osmótico. Este artefacto de localización 
subcelular ya fue objeto de sospecha en el estudio de purificación de PPO al 
aparecer esta en E1 y E2, aunque las sospechas quedaron disipadas por la duda 
razonable de que se trataba de isoenzimas diferentes. Así pues, al comparar 
tejidos sanos y afectados puede no tener mucho sentido el hacer comparaciones 
entre fracciones, sino entre los conjuntos unión E1U E2 de tejido sano y afectado 
por podredumbre apical (538 y 645 respectivamente) tanto a nivel cualitativo 
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Figura 4.4: imágenes de geles bidimensionales de extractos protéicos (E1 y E2) de frutos de tomate variedad Italian Hungarian Paste afectados por 
podredumbre apical (PA1 y PA2). Todos los geles incorporan, además de los extractos de proteínas, una serie de marcadores de peso molecular en el 
margen izquierdo (kDa) y fueron teñidos con plata. En la parte inferior de cada gel se muestra el rango de pH elegido para el isoelectroenfoque (IPG strips 4-7 
con gradiente lineal). Las tres imágenes de la parte superior corresponden a porciones de tejido PA2 de frutos de tomate afectado (1, 2 y 3). Las imágenes en 
la parte inferior corresponden a tejido de fruto afectado por podredumbre apical (figuras 4, 5 y 6). Geles 1 y 4 corresponden a extractos protéicos E1 
(sobrenadante de 20000 × g). Geles 2 y 5 corresponden a extractos protéicos E2 utilizando detergente Triton X-114 para solubilizar proteínas de las fracciones 
me mbranosas. Geles 3 y 6 corresponden a extractos protéicos E2 utilizando detergente Triton X-100. 
PA1 
PA2 
E1 E2 E2 
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En el capítulo de extracción y caracterización cinética de PPO de frutos de 
tomate pusimos de manifiesto las ventajas de la utilización del detergente Triton X-
114 para la eliminación de clorofilas y pigmentos vegetales y para la solubilización 
y recuperación de actividad PPO de fracciones membranosas del homogenado de 
frutos de tomate. En este apartado, mediante el análisis del perfil global de 
proteínas por técnicas de electroforesis bidimensional, evidenciamos la capacidad 
del Triton X-114 de solubilizar no sólo la PPO, sino numerosas proteínas que no 
habían podido ser detectadas en geles bidimensionales de las fracciones solubles 
(E1). A las ventajas que ya enunciamos en capítulos anteriores, debemos añadir 
que la utilización del detergente Triton X-114 favorece la recuperación y detección 
de proteínas parcialmente hidrofóbicas a temperaturas suaves compatibles con la 
fisiología, evitando su degradación proteolítica, lo cual facilita su estudio e 
identificación utilizando técnicas proteómicas. La capacidad del Triton X-114 de 
solubilizar un gran número de proteínas con posterior recuperación mediante 
separación de fases contrasta fuertemente con los resultados obtenidos al utilizar 
Triton X-100. Si bien ambos pueden ser efectivos a la hora de solubilizar las 
proteínas de una fracción particulada, la efectividad es muy distinta en el proceso 
de recuperación. La separación de fases con Triton X-114 se alcanza a 
temperaturas suaves (>23ºC), preservando la conformación nativa de las 
proteínas solubilizadas, mientras que con Triton X-100 la separación de fases 
tiene lugar a temperaturas elevadas (>60ºC), lo cual desnaturaliza parcialmente 
las proteínas solubilizadas. Así, las altas temperaturas requeridas al usar Triton X-
100 modifican el balance hidrofílico-lipofílico de las proteínas al quedar expuestos 
los residuos aminoacídicos internos que son mayoritariamente hidrofóbicos. En 
consecuencia, además de proteínas muy hidrofóbicas y pigmentos, también se 
reparten hacia la fase rica en detergente de Triton X-100 proteínas solubles de las 
matrices organelares y proteínas que eran débilmente hidrofóbicas en su estado 
nativo, de ahí el escaso número y la poca intensidad de manchas detectadas en 
los geles 3 y 6. Resulta paradójico que, con fines proteómicos, el Triton X-114 se 
haya usado para la recuperación, por otra parte poco exitosa, de proteínas 
hidrofóbicas en vegetales (Santoni y col., 1999a y b, Wissing y col., 2000), 
mientras que nuestro estudio demuestra que este detergente puede tener una 
aplicación muy adecuada en la recuperación de proteínas hidrofílicas y 
parcialmente hidrofóbicas, eliminando los pigmentos de forma efectiva, sin 
introducir artefactos como los observados con Triton X-100. Podemos decir, por lo 
tanto, que la utilización de Triton X-114 contribuye decisivamente a la visualización 
y estudio de las proteínas de tomate involucradas en la aparición de podredumbre 
apical mediante técnicas proteómicas. 
 
 
3.- IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS DE FRUTOS DE TOMATE AFECTADOS 
POR PODREDUMBRE APICAL MEDIANTE ANÁLISIS DE LA HUELLA 
PEPTÍDICA: 
 
En el apartado anterior hemos puesto de manifiesto el hecho de que el 
detergente Triton X-114 es útil para solubilizar un mayor número de proteínas 
(además de la polifenol oxidasa, tal y como describimos en capítulos anteriores), y 
también que el análisis de las imágenes de geles bidimensionales elaborados con 
nuestras muestras nos permite realizar comparaciones en los perfiles de proteínas 
expresadas en tejidos sanos y afectados por podredumbre apical en tomate. Ello 
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ha dado pie a iniciar trabajos de identificación de aquellas proteínas cuya 
expresión se ve alterada como consecuencia de la manifestación de podredumbre 
apical y su implicación en la aparición de esta fisiopatía. Para ello es necesario 
llevar a cabo la recuperación de las proteínas de interés de cada uno de los geles 
bidimensionales para su digestión y análisis de los péptidos generados mediante 
técnicas de espectrometría de masas. La digestión parcial de las proteínas 
presentes en cada punto recuperado de los geles bidimensionales se lleva a cabo 
mediante la utilización de tripsina -Promega Corporation, Madison, USA-, que 
corta enlaces peptídicos por el lado carboxilo de lisina y arginina. El número y 
naturaleza de los péptidos generados como consecuencia de estos cortes 
específicos es característico de cada proteína y, por lo tanto, es un reflejo de la 
secuencia de la propia proteína (Gattiker y col., 2002). El término huella peptídica -
Peptide Mass Fingerprint- se aplica al listado de masas (masa/carga) de los 
péptidos de digestión proteolítica determinados mediante técnicas de 
espectrometría de masas, concretamente MALDI-TOF. Generalmente se acepta 
que la sensibilidad de la técnica de MALDI-TOF está limitada a un picomol de 
proteína. Es decir, una mancha teñida en un gel debe contener una cantidad de 
proteína mayor de un picomol para que una vez recortada del gel, digerida con 
tripsina y depositada en la placa de lectura de MALDI obtengamos una 
concentración de péptidos suficiente para detectar masas de péptidos con una 
intensidad suficientemente elevada (ratio señal/ruido elevado). El proceso de 
identificación de las proteínas analizadas se basa fundamentalmente en la 
comparación de la huella de péptidos experimental con las huellas teóricas de las 
secuencias disponibles en las bases de datos. El acervo y fiabilidad de los datos 
disponibles en forma de secuencias de genes que codifican para proteínas o 
secuencias de aminoácidos de proteínas purificadas de tejidos de fruto de tomate, 
limita el número de proteínas que pueden ser identificadas. La probabilidad de 
éxito en las identificaciones aumenta al utilizar bases de datos de secuencias de 
organismos filogenéticamente próximos (como es el caso de solanáceas como 
patata -Solanum tuberosum- y petunia -Petunia hybrida-) y/o organismos modelo 
en biología vegetal (como es el caso de Arabidopsis thaliana). Es por esta razón 
que muchas de las identificaciones de proteínas y enzimas descritas en este 
trabajo corresponden a especies vegetales diferentes a tomate, incluyendo: 
Solanum tuberosum, Arabidopsis thaliana, Citrullus lanatus, Momordica charantia, 
Petunia hybrida y Nicotiana tabacum  (tablas 4.6 y 4.7). 
 
La figura 4.5 muestra, a modo de ejemplo, el tipo de resultados obtenidos 
durante el análisis y adquisición del espectro de cada una de las proteínas de 
interés, incluyendo las condiciones y parámetros que hemos utilizado (descritos en 
el apartado de materiales y métodos de este capítulo). 
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Figura 4.5: huellas peptídicas de dos muestras (sa5 y sc9) que corresponden a puntos (proteínas) recortados de geles bidimensionales de fruto de tomate 
afectado por podredumbre apical (PA1 y PA2 respectivamente). Para la obtención de la huella peptídica es necesario procesar los datos obtenidos con 
MALDI-TOF con el programa Data Explorer versión 4.0 -Applied Biosystems-, que permite realizar una calibración manual (MC) de los datos utilizando los 
picos procedentes de la autodigestión de tripsina (*) como referencia, corrección de la línea base (AdvBC), filtrado de ruido (NF) y deisotopización (DI). Las 
dos muestras analizadas, a pesar de que no presentan el mismo número de picos de masa/carga y presentan intensidades relativas diferentes, han podido ser 
identificadas como superóxido dismutasa (SOD) de tomate. Los valores en rojo son las masa/carga (m/z) obtenidas para cada uno de los fragmentos 
peptídicos obtenidos a partir de una proteína, ionizada y detectada con MALDI-TOF. Los ejes de ordenadas representan la intensidad absoluta (derecha) y 
normalizada en porcentaje (izquierda) obtenida por cada uno de los péptidos, que se denotan por una barra vertical de color azul. 
APROXIMACIÓN PROTEÓMICA AL ESTUDIO DE PODREDUMBRE APICAL Juan Casado Vela 
 
- 105 - 
 
 Para la obtención de los datos hemos utilizado el método de calibración 
interna, utilizando los picos (masas monoisotópicas) generados como 
consecuencia de la autodigestión de la tripsina. Dado que la tripsina que 
utilizamos en la digestión de nuestras muestras es conocida (número de acceso 
en la base de datos SWISS-PROT: P00761), podemos utilizar la herramienta 
informática MS-FIT para realizar una autodigestión teórica y obtener una lista de 
las masas de los péptidos resultantes. Todos los espectros obtenidos para cada 
muestra analizada fueron calibrados utilizando dos picos de autodigestión y 
fácilmente identificables por su intensidad (m/z= 842.51 y 2211.10). La posición de 
estos dos iones de péptidos de tripsina -al principio y al final del rango de masas 
establecido en el espectrómetro- permite realizar una buena calibración de los 
datos en todo el rango de masas adquirido (Wool y Smilansky, 2002). Las 
búsquedas en las bases de datos se realizan introduciendo los listados numéricos 
de masa/carga obtenidos para los diferentes péptidos tal y como se describe en la 
figura 4.6 con la ayuda del programa informático MS-FIT, que utiliza un algoritmo 
denominado MOWSE (Pappin y col., 1993). Este programa es capaz de contrastar 
los datos obtenidos utilizando MALDI-TOF con aquellos contenidos en las bases 
de datos NCBI y SWISS-PROT. Además, para aumentar el número de proteínas 
identificadas contenidas en nuestros geles bidimensionales, hemos construido una 
base de datos específica para tomate a partir de secuencias expresadas 
(expressed sequence tags -ESTs-) a disposición pública en 
http://www.tigr.org/tdb/tgi/lgi, "The Institute for Genome Research -TIGR-", 
(Licopersicon Gen Index, versión 9.0), que consta de información en forma de 
secuencia de nucleótidos de más de 90000 trozos de secuencias expresadas 
(ESTs). La utilización de esta última base de datos ha permitido la identificación de 
un mayor número de proteínas presentes en los geles bidimensionales de 
nuestros tejidos estudiados gracias a que contiene información exclusiva de 
plantas de tomate y anotaciones acerca de la posible función desempeñada por 
cada uno de los genes. Algunas proteínas incluidas en la tabla de identificaciones 
(tabla 4.6 y 4.7) han podido ser identificadas satisfactoriamente mediante 
comparación de los datos con otras proteínas homólogas descritas en plantas 
cuyo genoma ha sido secuenciado por completo, como es el caso de Arabidopsis 
thaliana o Oryza sativa. 
 
La identificación de proteínas mediante el estudio de secuencias homólogas 
(o comparación de sus masas) se puede llevar a cabo basándonos en el hecho de 
que muchas proteínas de plantas se encuentran altamente conservadas. Así, 
proteínas que comparten secuencias similares, es probable que desempeñen la 
misma función. Por esta razón, las bases de datos suelen identificar secuencias 
homólogas en diferentes especies que pueden facilitar las tareas de identificación 
y de asignación de la función. La continuación del estudio genómico de diferentes 
especies vegetales que se están llevando a cabo en la actualidad sin duda 
facilitará la identificación de un número de proteínas cada vez mayor (Thiellement 
y col., 1999).  
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Figura 4.6: programa informático MS-FIT utilizado para identificación de proteínas. 
El programa permite la introducción de un listado de masas obtenido mediante 
MALDI-TOF (área de pegado de datos) y la elección de una serie de 
modificaciones fijas (carbamidometilación de los residuos de cisteina) y variables 
(oxidación de la metionina) introducidas durante el procesamiento de nuestras 
muestras, así como la elección de la endoproteasa utilizada para la digestión 
(tripsina). Este programa también permite la acotación de la búsqueda mediante la 
elección del tipo de organismo, especie o taxón (todos) y de la base de datos 
(SWISS-PROT). 
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Figura 4.7: pantalla de resultados de MS-FIT una vez finalizada la búsqueda y la 
comparación de los listados de masas con las proteínas descritas en las bases de 
datos -utilizando el algoritmo MOWSE-. El programa muestra una lista de las 
posibles proteínas que pueden corresponder a la identificación de la proteína 
problema -descripción de la proteína y probabilidad asociada (score, peptides 
matched, sequence coverage), así como hipervínculos con el número de acceso 
(accession number) que corresponde a la proteína en las bases de datos. 
 
 
 Las figuras 4.6 y 4.7 muestran el proceso de búsqueda e identificación de 
proteínas utilizando huellas peptídicas obtenidas con MALDI-TOF. La pantalla de 
resultados (figura 4.7) muestra un listado de proteínas candidatas. La segunda 
posición de esta lista está ocupada por superóxido dismutasa (SOD) de tomate, 
con una probabilidad asociada (score) de 1.31 × 106, un total de nueve masas 
(ratios masa/carga) que corresponden a péptidos identificados (matched) y que 
representan el 59% de residuos totales de la secuencia de aminoácidos de la 
proteína contenida en la base de datos utilizada para la búsqueda (SWISS-PROT).  
 
A la vista de los resultados y teniendo en cuenta que conocemos de 
antemano que se trata de una proteína aislada de tejido de fruto de tomate, 
podemos decir que la proteína recuperada del gel bidimensional tiene una elevada 
probabilidad de que en realidad se trate de superóxido dismutasa (SOD). Si 
además comparamos los datos de punto isoeléctrico (pI) y peso molecular (MW) 
teóricos (calculados por el programa MS-FIT a partir de las secuencias) y 
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experimentales (coordenadas de cada uno de las proteínas en los geles 
bidimensionales) (tabla 4.5), observamos una gran similitud encontrando que los 
valores teóricos se encuentran dentro de los márgenes de error permitidos entre la 
determinación experimental y teórica de estos atributos: pI ± 0.5 unidades; MW ± 




Tabla 4.5: peso molecular y punto isoeléctrico de superóxido dismutasa de 
tomate (SOD) 
 precursor proteína madura dato experimental 
MW (Da) 22225 15627 14808 




Parece, por lo tanto, que todos los resultados apoyan la identificación que 
hemos obtenido, como superóxido dismutasa. Este es el proceso que hemos 
seguido para cada una de las muestras de proteína analizadas procedentes de los 
geles bidimensionales elaborados con tejido de frutos de tomate. 
 
 
En la actualidad existe discrepancia a cerca de los criterios que es 
necesario seguir para asignar una identificación inequívoca a cada una de las 
proteínas analizadas, pero todos ellos se basan fundamentalmente en la 
utilización de parámetros como el número masas de péptidos obtenidos mediante 
MALDI-TOF y su correspondencia con las masas de péptidos resultantes de 
digestiones teóricas de proteínas en las bases de datos (peptides matched), 
probabilidad asociada a cada búsqueda (score) y el porcentaje de secuencia de la 
proteína candidata que cubren las masas de los péptidos que hemos podido 
identificar (sequence coverage). Cuanto mayor sea el valor de esos tres 
parámetros (matches, score y coverage), mayor es la probabilidad de una 
identificación correcta. En general, una identificación realizada con las 
herramientas y metodologías que hemos descrito debe superar unos 
determinados umbrales (valores numéricos de cada uno de los parámetros) para 
poder considerar que la identificación es suficientemente fiable. Estos umbrales 
son: score ≥ 1×103; peptides matched ≥ 3 y sequence coverage ≥ 25%. A pesar de 
que una identificación aceptable para una proteína analizada debe superar estos 
tres valores umbral conjuntamente, a veces es posible cometer errores. Por esta 
razón, para las identificaciones de las proteínas analizadas en nuestros 
experimentos nos hemos apoyado en la comparación de los datos de punto 
isoeléctrico y pesos moleculares teóricos y experimentales obtenidos para cada 
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En las tablas 4.6 y 4.7 se muestran los resultados obtenidos del análisis de 
proteínas recuperadas de geles que corresponden a extracciones protéicas de 
tejido de fruto de tomate (PA1 y PA2), incluyendo los valores de todos los 
parámetros citados anteriormente por encima de los umbrales establecidos: score 
entre 4.65×103 y 3.32×1012, una cobertura en la secuencia de aminoácidos 
(sequence coverage) comprendida entre 25 y 70% y un número de péptidos 
identificados (peptides matched) entre 4 y 23. 
 
 El trabajo de identificación es una tarea laboriosa y de un coste económico 
elevado. Por ello se ha seleccionado inicialmente la fracción E2 preparada por 
separación de fases de Triton X-114, obtenida a partir de tres estados diferentes: 
control, que son frutos de apariencia sana y comprendidos entre 8 y 10 días de 
desarrollo post-antesis; PA1, que son los tejidos afectados por podredumbre apical 
y, por último, PA2, que son tejidos de apariencia sana en frutos afectados por 
podredumbre apical (figura 4.2). Por las razones mencionadas, las identificaciones 
se han acotado principalmente a aquellas manchas con una expresión diferencial 
clara en PA1 y PA2 respecto del control. En la figura 4.8, que muestra tres geles 
bidimensionales representativos, se puede observar las diferencias existentes 
entre los diferentes perfiles de expresión de proteínas presentes en la fracción E2 
de cada una de las tres situaciones analizadas en frutos de tomate de la variedad 
Italian Hungarian Paste (control, PA1 y PA2). 
 
En el anexo D se muestra una recopilación de las huellas peptídicas y 
listados de masas monoisotópicas obtenidos para cada una de las proteínas 
analizadas e identificadas en los geles bidimensionales. 
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Tabla 4.6: proteínas de tejido PA1 identificadas mediante análisis de la huella peptídica 
Tejido1/Número de 
espectro2 Score
 Cobertura de la secuencia 
/ péptidos identificados pI exp./ teor.  MW exp./ teor.  Base de datos
3 número de acceso4 Identificación, descripción y especie5 EC6 
PA1/01  1.88E+05 57/7 4.8/4.8 19107/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA1/02  3.31E+05 55/7 5.0/4.8 19083/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA1/03 3.31E+05 55/7 4.5/4.8 18691/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA1/04 2.16E+04 44/4 5.0/4.8 18598/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA1/05 2.09E+04 45/6 5.8/5.7 14808/22228 S P14831 superóxido dismutasa (Cu-Zn), precursor cloroplástico (SOD)  Lycopersicon esculentum 1.15.1.1 
PA1/08 5.42E+03 26/5 5.4/8.2 22752/27792 S P29795 subunidad de 23 kDa del  fotosis tema II . Oxygen-evolving enhancer protein 2 (OEE2)   Lycopersicon esculentum - 
PA1/09 6.59E+05 55/12 5.6/6.8 24750/26562 N 7331143 chaperonina 20 kDa, precursor cloroplástico (CPN21) Lycopersicon esculentum - 
PA1/10 1.98E+08 48/12 6.0/9.0 24737/29632 T 7331143/TC117148 chaperonina 20 kDa, precursor cloroplástico (CPN21) Lycopersicon esculentum - 
PA1/12 2.97E+06 58/9 6.4/6.4 24580/24081 T T07906/TC116034 glutatión S-transferasa clase Phi (GST). Solanum tuberosum 2.5.1.18 
PA1/13 4.59E+04 42/7 6.6/6.4 24688/25958 T 14517510/TC116433 dehidroascorbato reductasa 1 GSH-dependiente (DHAR) Arabidopsis thaliana. 1.8.5.1 
PA1/15 2.81E+10 64/14 5.2/5.2 26306/29969 T 22655240/TC116767 glutatión transferasa (IN2-1) Arabidopsis thaliana - 
PA1/16 3.99E+10 62/14 5.3/5.2 26335/19969 T 22655240/TC116767 glutatión transferasa (IN2-1) Arabidopsis thaliana - 
PA1/17 6.12E+04 41/6 5.7/5.9 26379/27632 S Q05539 26 kDa endoquitinasa (precursor) (CHN) Lycopersicon esculentum 3.2.1.14 
PA1/19 3.06E+10 53/13 5.7/9.0 24616/29632 T 7331143/TC117148 chaperonina 20 kDa, precursor cloroplástico (CPN21) Lycopersicon esculentum - 
PA1/27 3.30E+05 55/7 4.8/4.8 34234/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA1/30 3.88E+10 57/15 6.4/8.8 37720/39619 T 21388544/TC115830 NAD-dependiente malato deshidrogenasa, precursor mitocondrial (MDH)  Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA1/31 9.38E+09 53/14 6.1/8.8 37166/39619 T 21388544 /TC115830 NAD-dependiente malato deshidrogenasa, precursor mitocondrial (MDH)  Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA1/32 6.73E+11 61/17 5.8/8.8 36859/39619 T 21388544/TC115830 NAD-dependiente malato deshidrogenasa,  precursor mitocondrial. (MDH)  Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA1/61 3.98E+07 30/12 5.2/5.0 55406/51105 T 7707791/TC116347 peptidasa (DIP-1) Citrullus lanatus 3.5.1.-. 
PA1/66 1.36E+10 36/17 6.1/5.2 62543/64937 S P25306 treonina deshidratasa (TDH) Lycopersicon esculentum 4.3.1.19 
PA1/67 5.75E+10 47/21 5.9/5.2 61019/64937 S P25306 treonina deshidratasa (TDH) Lycopersicon esculentum 4.3.1.19 
1 Tejido: PA1, tejido afectado por podredumbre apical. 
2 Número de espectro: los huecos en la numeración corresponden a proteínas analizadas (recuperadas de geles bidimensionales y analizadas por MALDI-TOF) cuyos valores de probabilidad están por debajo del umbral para obtener una identificación fiable. 
3 Base de datos: Inicial de la base de datos que dio lugar a cada una de las identificaciones, NCBI (N), SWIS S-PROT (S), TIGR (T). 
4 Número de acceso de cada proteína identificada en las bases de datos utilizadas para la búsqueda. En el caso  de las proteínas identifi cadas con TIGR se muestran dos números diferentes: número de acceso en NCBI/ número de acceso en TIGR. 
5 Identificación,  descripción y  especie. Función de los productos génicos o de proteínas homólogas de especies filogenéticamente próximas o especies vegetales modelo (utilizando la herramienta BLAST2RSR v2.2.6) 
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Tabla 4.7: proteínas de tejido PA2 identificadas mediante análisis de la huella peptídica 
Tejido1/Número de 
espectro2 Score
 Cobertura de la secuencia 
/ péptidos identificados pI exp./ teor.  MW exp./ teor.  Base de datos
3 número de acceso4 Identificación, descripción y especie5 EC6 
PA2/01 3.24E+05 57/7 4.9/4.8 17015/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/03 3.30E+05 55/7 4.7/4.8 19509/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/04 3.30E+05 55/7 5.1/4.8 19993/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/05 3.30E+05 55/7 5.3/4.8 20174/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/09 2.09E+04 45/6 5.8/5.7 15592/22228 S P14831 superóxido dismutasa (Cu-Zn), precursor cloroplástico (SOD)  Lycopersicon esculentum 1.15.1.1 
PA2/17 3.30E+05 55/7 4.9/4.8 21232/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/18 4.65E+03 41/7 6.0/6.1 19478/19860 N 30841938 tiorredoxin peroxidasa I (TPX) Lycopersicon esculentum 1.11.1.- 
PA2/19 4.93E+05 39/9 6.1/8.6 21187/22589 T 17646156/TC125163 glutatión peroxidase (GPX) Momordica charantia. 1.11.1.9 
PA2/20 5.04E+03 34/7 5.7/8.2 22049/27792 N 266856 subunidad de 23 kDa del  fotosis tema II . Oxygen-evolving enhancer protein 2 (OEE2)   Lycopersicon esculentum - 
PA2/22 1.02E+05 55/6 4.9/4.8 24421/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/23 5.98E+04 25/6 5.4/7.7 26599/30544 T T02551/TC125073/ dienolactona hidrolasa (DLH) Arabidopsis thaliana 3.1.1.45 
PA2/24 2.09E+11 60/15 5.2/5.2 26236/29969 T 22655240/TC116767 glutatión transferasa (IN2-1) Arabidopsis thaliana - 
PA2/25 8.77E+10 62/14 5.3/5.2 26178/29969 T 22655240/TC116767 glutatión transferasa (IN2-1) Arabidopsis thaliana - 
PA2/26 1.45E+05 32/8 5.2/7.9 27110/32636 T 21594002/TC124860 ribosa-5-fosfato isomerasa (RPI) Arabidopsis thaliana. 5.3.1.6 
PA2/27 4.23E+04 25/6 5.5/7.7 26587/30544 T T02551/TC125073 dienolactona hidrolasa (DLH) Arabidopsis thaliana 3.1.1.45 
PA2/28 2.22E+04 34/9 5.3/5.8 29074/33056 T T49933/TC116344 pirofosfatasa inorgánica (PPasa) Arabidopsis thaliana 3.6.1.1 
PA2/30 1.45E+08 48/12 5.9/8.9 25526/30855 T P48495/TC116205 triosa fosfato  isomerasa, c itosólica  (TIM) Petunia hybrida 5.3.1.1 
PA2/31 3.06E+09 50/12 6.0/9.0 24696/29632 T 7331143/TC117148 chaperonina 20 kDa, precursor cloroplástico (CPN21) Lycopersicon esculentum - 
PA2/35 3.75E+10 70/16 6.4/6.4 24513/25958 T 14517510/TC116433 GSH-dependiente dehidroascorbato reductasa 1 (DHAR) Arabidopsis thaliana. 2.5.1.18 
PA2/43 2.50E+07 37/12 6.1/8.8 33484/42174 T 15724193/TC124720 quinona oxidorreductasa (QOR) Arabidopsis thaliana 1.6.5.5 
PA2/44 4.84E+09 47/13 6.4/8.8 33752/39619 T 21388544/TC115830 malato deshidrogenasa, precursor mitocondrial (MDH) Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA2/45 1.29E+07 49/12 6.1/6.4 33544/37760 T 10798652/TC124268 malato deshidrogenasa, precursor mitocondrial (MDH) Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA2/47 4.84E+09 47/13 6.3/8.8 33558/39619 T 21388544/TC115830 malato deshidrogenasa, precursor mitocondrial (MDH) Solanum tuberosum 1.1.1.37 
PA2/49 1.66E+12 51/22 5.9/5.7 40030/51873 S P19595 UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPGP)  Solanum tuberosum 2.7.7.9 
PA2/50 3.32E+12 53/23 5.8/5.7 40131/51873 S P19595 UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPGP)  Solanum tuberosum 2.7.7.9 
PA2/51 8.96E+09 41/17 5.7/5.71 40151/51873 S P19595 UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPGP)  Solanum tuberosum 2.7.7.9 
PA2/52 2.09E+06 27/10 6.2/5.7 40274/51873 S P19595 UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPGP)  Solanum tuberosum 2.7.7.9 
PA2/55 1.22E+12 36/17 5.1/5.0 37516/51105 T 7707791/TC116347 peptidasa (DIP-1) Citrullus lanatus 3.5.1.16. 
PA2/56 1.02E+05 55/6 4.8/4.8 32679/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
PA2/57 1.02E+05 55/6 4.9/4.8 32795/17745 S P03576 proteínas de la cápside de virus de mosaico de tomate (TMV) Tobamovirus - 
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PA2/59 1.26E+07 28/11 6.1/5.7 40131/51873 S P19595 UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPGP)  Solanum tuberosum 2.7.7.9 
PA2/63 2.14E+04 21/7 5.7/5.4 32893/33765 S P37829 fructoquinasa  (FK) Solanum tuberosum 2.7.1.4 
1 Tejido: PA1, tejido afectado por podredumbre apical. 
2 Número de espectro: los huecos en la numeración corresponden a proteínas analizadas (recuperadas de geles bidimensionales y analizadas por MALDI-TOF) cuyos valores de probabilidad están por debajo del umbral para obtener una identificación fiable. 
3 Base de datos: Inicial de la base de datos que dio lugar a cada una de las identificaciones, NCBI (N), SWIS S-PROT (S), TIGR (T). 
4 Número de acceso de cada proteína identificada en las bases de datos utilizadas para la búsqueda. En el caso  de las proteínas identifi cadas con TIGR se muestran dos números diferentes: número de acceso en NCBI/ número de acceso en TIGR. 
5 Identificación,  descripción y  especie. Función de los productos génicos o de proteínas homólogas de especies filogenéticamente próximas o especies vegetales modelo (utilizando la herramienta BLAST2RSR v2.2.6) 
6 EC (enzyme classifi cation). 
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El conjunto de identificaciones obtenidas en los diferentes geles 
bidimensionales realizados se puede agrupar de acuerdo al tipo de mecanismo, 
ciclo o ruta en la que participa cada una de las proteínas. Hemos clasificado las 
proteínas identificadas en los geles bidimensionales en cuatro grupos diferentes 
(tabla 4.8). Un primer grupo, constituido por proteínas de síntesis constitutiva, un 
segundo grupo constituido por enzimas antioxidantes y relacionadas con procesos 
de estrés oxidativo en plantas. El tercer grupo incluye enzimas que participan en 
diferentes rutas del metabolismo de carbohidratos. El último grupo engloba otras 
proteínas relacionadas con diversas situaciones de estrés en plantas.  
 
Tabla 4.8: proteínas y enzimas identificadas agrupadas atendiendo a su función 
y/o proceso en el que participa, denominación y abreviatura utilizada 
grupo nombre de la enzima abreviatura 
utilizada 
chaperonina 21 CPN21 
subunidad de 23 kDa del  fotosistema II OEE2 
GRUPO 1 
síntesis constitutiva 
malato deshidrogenasa MDH 
dehidroascorbato reductasa GSH-dependiente DHAR 
superóxido dismutasa SOD 
glutatión peroxidasa fosfolípido hidroperóxido GPX 
tiorredoxin peroxidasa TPX 
quinona oxidorreductasa QOR 
glutatión S-transferasa GST 
GRUPO 2 
antioxidantes y estrés oxidativo 
IN2-1 IN2-1 
UDP glucosa pirofosforilasa UDPGP 
fructoquinasa FK 
ribosa 5-fosfato isomerasa RPI 
triosa fosfato isomerasa TIM 
GRUPO 3 
metabolismo de carbohidratos 
pirofosfatasa inorgánica PPasa 
DIP-1 DIP-1 
dienolactona hidrolasa DLH 
treonina deshidratasa TDH 
endoquitinasa CHN 
GRUPO 4 
otras proteínas relacionadas 
con situaciones de estrés 
virus del mosaico del tomate variedad L TMV 
 
 La descripción, reacción catalizada y localización de cada una de las 
proteínas y enzimas que figuran en la tabla anterior se incluye en el anexo E. 
 
Es necesario recordar que la electroforesis bidimensional es una técnica 
capaz de separar y revelar la presencia de cientos (incluso miles) de proteínas. 
Por esta razón, en este trabajo hemos dedicado especial atención a aquellas 
proteínas que presentan variación en sus niveles de expresión, posiblemente 
como consecuencia de la aparición de podredumbre apical. Hasta este punto del 
trabajo de investigación hemos llevado a cabo un proceso de identificación, 
agrupación y descripción de diferentes proteínas de interés visualizadas en los 
geles bidimensionales elaborados con tejido sano (control) y afectados por 
podredumbre apical (PA1 y PA2). Una de las ventajas principales de la 
combinación de las técnicas de electroforesis bidimensional es que, siempre que 
los patrones de manchas sean reproducibles, podemos considerar que una 
proteína identificada que corresponde a una mancha en uno de los geles, puede 
ser asignada a una mancha de otro gel que ocupa esa misma posición. Así, la 
asignación de identificaciones se puede realizar por la posición relativa que 
ocupan los puntos en los diferentes geles. En la figura 4.8 se puede apreciar cada 
una de las identificaciones asignadas a las manchas de los geles bidimensionales. 
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Además de la abreviatura utilizada para cada proteína identificada, hemos 
utilizado caracteres en minúscula para diferenciar isoproteínas, que comparten su 
huella peptídica parcialmente, pero poseen coordenadas (pI, MW) diferentes 
debido entro otras causas a diferentes modificaciones post-traduccionales 
(ejemplo, CPN21a, CPN21b).  
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Figura 4.8: perfiles de extractos de proteínas (E2) obtenidos de muestras de tomate Italian Hungarian Paste a partir de tejido control 
(izquierda) y afectados por podredumbre apical (PA1 -centro- y PA2 -derecha-), incluyendo identificaciones de las proteínas que 
contienen. En el gel control hemos señalado tres regiones con un recuadro azul (R1, R2 y R3) donde se incluyen las diferencias en 
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4.- ALTERACIÓN DEL PERFIL PROTÉICO DE FRUTOS DE TOMATE 
AFECTADOS POR PODREDUMBRE APICAL: 
 
 El estudio de las imágenes de geles bidimensionales obtenidas para cada 
una de las situaciones estudiadas permite hacer, en primer lugar, una 
comparación de tipo semicuantitativo (tabla 4.9), dedicado a resaltar los cambios 
más relevantes en los perfiles de proteínas. La comparación visual de geles 
elaborados con frutos de tomate cultivar Italian Hungarian Paste sanos (control) y 
afectados por podredumbre apical de tomate (PA1 y PA2) revela diferencias 
significativas, hecho que nos conduce a pensar que el cambio en los niveles de 
expresión de alguna de esas proteínas visualizadas puede ser provocado por la 
aparición de podredumbre apical. 
 
 
Tabla 4.9: niveles de expresión de las proteínas identificadas en los diferentes 
tejidos analizados 
  nivel de expresión 
  CONTROL PA1 PA2 
CPN21a ++ ++ ++ 
CPN21b ++ ++ ++ 
CPN21c ++ ++ ++ 
OEE2 ++ ++ ++ 
MDHa ++ ++ ++ 
MDHb ++ ++ ++ 
proteínas 
constitutivas 
MDHc ++ ++ ++ 
DHAR + + ++ 
SOD + ++ ++ 
GPX + - ++ 
TPX - + ++ 
QOR - - ++ 
GST - ++ - 
IN2-1a + ++ ++ 
antioxidantes y 
estrés oxidativo 
IN2-1b + ++ ++ 
UDPGPa ++ - ++ 
UDPGPb ++ - ++ 
UDPGPc ++ - ++ 
UDPGPd ++ - ++ 
UDPGPe ++ - ++ 
FK - - ++ 
RPI + - ++ 
TIM - + ++ 
metabolismo de 
carbohidratos 
PPasa + + ++ 
DIP-1 ++ + ++ 
DLHa + - ++ 
DLHb + - ++ 
TDH - ++ - 
CHN - ++ - 
otras proteínas 
relacionadas con 
situaciones de estrés 
TMV ++ ++ ++ 
La notación utilizada (++, +, -) es indicativa de los niveles de una misma mancha en las 
tres muestras (control, PA1, PA2), pero no del nivel relativo de dos o más manchas de 
la mis ma muestra. 
++: presencia 
+: presencia, aunque en menor cuantía que ++ 
-: no detectada 
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Para poder mostrar mejor las diferencias existentes en los niveles de 
expresión de las diferentes proteínas en las tres situaciones analizadas (control, 
PA1 y PA2), hemos seleccionado tres áreas dentro de cada uno de los geles (R1, 







Figura 4.9: detalle de la región R1 e identificaciones obtenidas. 
 
La presencia de UDPGP y PPasa en PA2 (figuras 4.9 y 4.11) indica que, a 
pesar de tratarse de tejido de frutos afectados por podredumbre apical, en este 
tejido se están llevando a cabo muchas de las rutas biosintéticas habituales 
durante el desarrollo del fruto, ya que UDP-glucosa es un intermediario 
fundamental en la síntesis de sacarosa y celulosa. La reacción de la UDPGP hacia 
la síntesis de estos dos compuestos se podría ver favorecida por la hidrólisis de 
pirofosfato inorgánico, subproducto de esta reacción, por la acción de la enzima 
pirofosfatasa localizada en tonoplasto. En tejido sano (control) también hemos 
podido apreciar una distribución de manchas similar a PA2, mientras que en 
tejidos necrotizados (PA1), la enzima UDPGP se encuentra tan reducida que no 
podemos apreciar su presencia con nuestro protocolo de tinción y la presencia de 
la enzima PPasa se ha reducido considerablemente con respecto a la cantidad de 
proteína encontrada en PA2 (tabla 4.9). 
 
 La enzima treonina deshidratasa (TDH) cataliza el primer paso de la 
síntesis de isoleucina. A pesar de que se trata de una enzima del metabolismo 
primario, existen experimentos que demuestran que se trata de una enzima 
inducible por la acción de hormonas como metil-jasmonato y ácido abscísico, y 
que la síntesis de RNAm que codifican para esta enzima en plantas de tomate 
aumenta como consecuencia de alteraciones en tejidos de frutos de tomate. Este 
hecho concuerda con la identificación de esta enzima en tejido PA1 (Samach y 
col. 1991). En cada uno de los geles bidimensionales se puede observar tres 
puntos que se corresponden con malato deshidrogenasa (MDHa, MDHb y MDHc). 
Esta es una enzima implicada en varios procesos del metabolismo primario como 
el ciclo de Krebs, las lanzaderas de poder reductor y el almacenamiento de ácido 
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málico en la vacuola. Su presencia en los tres tejidos estudiados demuestra que 
existe un metabolismo activo en todos los tejidos estudiados.  
 
En la región R1 hemos detectado la presencia de la proteína DIP-1, 
presente en los tres tejidos analizados (control, PA1 y PA2). Se trata de una 
proteína implicada en procesos de estrés en plantas, sin embargo, su aparición en 
tejidos sanos elimina la posibilidad de su implicación en la aparición de esta 
fisiopatía. Si que resulta significativo la identificación de quinona oxidorreductasa 
(QOR) en PA2, frente a la ausencia de esta proteína en el resto de situaciones. 
Esto indica que se podría tratar de una proteína inducida como consecuencia de la 
aparición de podredumbre apical. Aunque puede reducir p-quinonas usando 
NADPH como donador de electrones, recientemente se ha descrito su actividad 
como reductor de 2-trans-alquenales (Mano y col., 2002) que son aldehidos 
altamente reactivos procedentes de la escisión no enzimática de hidroperóxidos 
de ácidos grasos insaturados generados por reacciones tipo Fenton (figura 4.10). 
Por esta razón, la enzima quinona oxidorreductasa (QOR) también se denomina 2-
alquenal hidrogenasa (ALH). Así, esta enzima estaría relacionada con GPX, 
también identificada como sistema antioxidante de lípidos: GPX y TPX se 
encargan de reducir los hidroperóxidos orgánicos a hidroxilos y QOR de mantener 
el par p-quinona/hidroquinona reducido para actuar como eliminador de radicales 
libres y neutralizar los productos altamente reactivos de estados avanzados de 
oxidación de lípidos. De estas tres enzimas, sólo GPX esta presente débilmente 
en los controles, mientras que en frutos afectados su expresión es intensa en PA2 
-especialmente QOR y TPX- pero prácticamente desaparece en PA1, indicando 
que la acción de estas enzimas puede tener un carácter preventivo, careciendo de 
sentido que se malgaste el poder reductor en un tejido necrotizado. Así pues, este 
sistema antioxidante de lípidos puede constituir un mecanismo de defensa 
importante para frenar la expansión de los síntomas de necrosis habitualmente 






















Figura 4.10: formación de un hidroperóxido lipídico y del correspondiente trans-
alquenal mediante reacciones no enzimáticas. Los hidroperóxidos lipídicos y los 
trans-alquenales son compuestos tóxicos para la célula que pueden ser 
eliminados mediante mecanismos catalíticos con intervención de GPX, TPX y 
QOR. 
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Figura 4.11: detalle de la región R2, identificaciones. Dentro de la región R2 





 Además del detalle de la región R2 que presenta la figura 4.11, a 
continuación presentamos un conjunto de tres figuras (4.12, 4.13 y 4.14) que 
corresponden a las regiones R2A, R2B y R2C respectivamente: 
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Figura 4.12: región R2A. Representación tridimensional de niveles de expresión. 
Tomando CPN21 como referencia de expresión constitutiva, DHAR, GPX y TPX 
muestran sobreexpresión en PA2. Los niveles de DHAR en PA1 han descendido 
considerablemente, mientras que aparece GST. Los niveles de TIM son 












Figura 4.13: región R2B. Representación tridimensional de niveles de expresión. 
PPasa está más representada en PA2 y FK se muestra diferencialmente en PA2 
respecto de las demás muestras. 
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Figura 4.14: región R2C. Representación tridimensional de niveles de expresión. 
Respecto de las CPN21 que tienen una expresión constitutiva en los tres tejidos 
estudiados, IN2-1a está especialmente elevado en PA2, mientras IN2-1b elevada 
en PA1. 
 
El aumento en frutos afectados por podredumbre apical de la expresión de 
enzimas como dehidroascórbico reductasa (DHAR), glutatión peroxidasa (GPX) y 
glutatión transferasas (GST, IN2-1) ponen de manifiesto la importancia del ciclo 
ascórbico-glutatión (figura 4.16). Además, hemos identificado varias enzimas del 
metabolismo de carbohidratos que también pueden participar en la ruta de las 
pentosas fosfato. Estas enzimas son fructoquinasa (FK), triosa fosfato isomerasa 
(TIM) y ribosa fosfato isomerasa (RPI) cuya expresión es más abundante en frutos 
afectados, como se muestra en las figuras 4.11, 4.12, 4.13 y 4.14. En estos frutos 
también se expresa diferencialmente la enzima dienolactona hidrolasa (DLH) 
(figura 4.12), implicada en la degradación de compuestos aromáticos poco 
frecuentes en el interior de tejidos de plantas, su presencia, también a bajos 
niveles en los controles, puede estar más relacionada con la aplicación de 
fitoquímicos durante el cultivo de las plantas de tomate analizadas que con la 
aparición de podredumbre apical. 
 
Las glutatión transferasas (GST) son enzimas codificadas por diferentes 
familias de genes que catalizan el ataque nucleofílico de grupos tiol del tripéptido 
glutatión (GSH) sobre numerosas moléculas electrófilas. En animales se han 
descrito hasta seis tipos de GSTs (Alpha, Mu, Phi, Sigma, Theta y Zeta), de las 
cuales las clases Phi y Tau son las más frecuentes en plantas (Frova, 2003). Las 
formas activas de GST están formadas por dímeros (homodímeros o 
heterodímeros) con centros activos ricos en histidinas o serinas (dependiente del 
tipo). Se ha descrito la presencia de GST en un amplio abanico de tejidos 
vegetales, en diferentes especies y en diferentes estadios de desarrollo, por lo que 
se puede decir que se trata de enzimas ubicuas. Actúan sobre un amplio rango de 
compuestos, formando conjugados (glutatión-molécula electrófila) que son 
transportados al interior de vacuolas a través de transportadores mediante un 
proceso dependiente de ATP. Además de su función natural de protección por su 
capacidad de eliminar radicales de oxígeno que se generan en el interior de las 
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células, estas enzimas son capaces de formar aductos con compuestos 
xenobióticos, favoreciendo su degradación (Edwards y col., 2000). La actividad 
GST aumenta en respuesta a condiciones de estrés: aumento de temperatura, 
cambios en los niveles hormonales -auxinas, ácido abscísico, kinetina, ácido 
giberélico, etileno-, ataque fúngico, deshidratación, descensos bruscos de 
temperatura, estrés salino y daños mecánicos. Las GSTs, por lo tanto, juegan un 
papel fundamental en la capacidad de respuesta de las plantas frente a cualquier 
alteración en las condiciones óptimas de desarrollo. En nuestros experimentos 
hemos detectado la presencia de GST tipo Phi en tejido necrotizado (PA1) (figura 
4.14), y también hemos identificado la presencia de IN2-1, que es una enzima de 
la familia de las GSTs (Dixon., 2001) en todos los casos, si bien en los controles 
los niveles son mucho menores que PA1 y PA2 (figura 4.14). Los estudios de 
McGonigle y col. (2000) de los niveles de expresión de GSTs de maíz y soja 
utilizando micromatrices (microarrays), demuestran que la enzima IN2-1 aumenta 













Figura 4.15: detalle de la región R3. Representación tridimensional (izquierda) 
correspondientes a regiones de geles bidimensionales (derecha) de tejidos de tomate 
Italian Hungarian Paste (CONTROL, PA1 y PA2 -arriba, centro, abajo-).  
 
 
A pesar de que en la región R3 (figura 4.15) aparecen diferencias 
apreciables entre los diferentes tejidos (control, PA1 y PA2), sólo hemos podido 
identificar la proteína superóxido dismutasa (SOD). Así, tratándose de una enzima 
habitualmente encontrada incluso en situaciones normales en tejidos de plantas, 
su expresión puede ser inducida en condiciones de estrés, ya que su función es la 
de eliminar radicales superóxido, generado como subproducto del metabolismo de 
oxígeno y de la oxidación de diferentes compuestos celulares. Aunque no hemos 
podido obtener cuantificaciones rigurosas de esta enzima en los geles 
bidimensionales, sí se puede observar un aumento de la expresión de esta 
APROXIMACIÓN PROTEÓMICA AL ESTUDIO DE PODREDUMBRE APICAL Juan Casado Vela 
 
- 123 - 
proteína en frutos de tomate afectados por podredumbre apical (PA1 y PA2) 
respecto de los controles. Los picos que aparecen en las imágenes 
tridimensionales de la figura 4.15 representan las diferencias de intensidad de la 
enzima superóxido dismutasa en los diferentes tejidos y ofrecen una interpretación 
clara a pesar de que la cuantificación esa enzima en los diferentes geles 
sobrepasa el rango lineal para el método de tinción con azul de Coomassie (razón 
por la que los picos aparecen con una cresta plana). El aumento de la intensidad 
de los puntos que representan la enzima SOD en los geles bidimensionales puede 
significar un incremento los niveles de expresión de esta enzima en frutos de 
tomate como consecuencia de la aparición de podredumbre apical, incluso en 
regiones alejadas del ápice del fruto, donde se manifiesta en primer lugar 
alteración y necrosis de tejidos como consecuencia de esta fisiopatía.  
 
El superóxido (O2
-) junto con el peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales 
hidroxilo (OH-) y oxígeno singlete (O2
1) constituyen las denominadas especies 
reactivas de oxígeno. Se producen de forma habitual en las reacciones celulares 
propias del metabolismo aeróbico de plantas (funciones respiratorias, transporte 
de electrones en los fotosistemas, metabolismo de compuestos como glicolato, 
xantinas y glucosa) en diferentes compartimentos celulares (citosol, mitocondrias, 
cloroplastos) incluso en situaciones de funcionamiento óptimo de las células. Los 
vegetales presentan una serie de mecanismos enzimáticos para regular la 
concentración de estas especies en los tejidos conocido como ciclo ascórbico-
glutatión (figura 4.16). que se encarga de prevenir los efectos perniciosos que 
dichas especies oxidativas pueden provocar en diferentes componentes celulares 
(peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas, inhibición de enzimas, daños 
estructurales en ácidos nucleicos) (Mittler, 2002). Sin embargo, en determinadas 
circunstancias las plantas son capaces aprovechar el poder destructivo de estas 
especies oxidantes para su propia defensa. Este mecanismo de defensa incluye el 
burst oxidativo (Low y Mereida, 1996; Doke y col., 1996), que genera especies 
reactivas de oxígeno como el superóxido (figura 4.16). 
 
Así pues, el sistema ascórbico glutatión también protege a los tejidos 
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Figura 4.16: ciclo ascorbato-glutatión. En la figura se pueden observar los 
diferentes compuestos que intervienen en este ciclo, como son ácido ascórbico 
(ASC), glutatión reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG), 
monodehidroascorbato (MDA), dehidroascorbato (DHA), radical superóxido (O2-); 
tocoferol (vitamina E) (VIT-E OH); peroxido de hidrógeno (H2O2); radical cromanoxil 
(VIT-E O+); radicales de peróxidos lipídicos (P-LIPID-OO-); hidroperóxidos lipídicos 
(P-LIPID-OOH). También se pueden observar diferentes enzimas que intervienen 
(en color rojo): ascorbato peroxidasa (APX), superóxido dismutasa (SOD), 
monodehidroascorbato reductasa (MDAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), 
fosfolípido hidroperóxido dependiente glutatión peroxidada (GPX) y glutatión 
reductasa (GR). Adaptado Mitler (2002). 
 
Nuestros resultados muestran que las enzimas que participan en este ciclo 
están potenciadas en los frutos afectados pues hemos identificado tres de ellas, 
(SOD, DHAR y GPX) con niveles elevados respecto de tomates sanos. Se puede 
especular, por tanto, que los niveles de especies reactivas de oxígeno en los 
tejidos afectados deben ser inusualmente altos y por ello el sistema antioxidante 
ascórbico-glutatión y otras enzimas implicadas en la reparación del daño oxidativo 
como QOR, GST e IN2-1 están potenciados o inducidos. 
 
Los tejidos aparentemente sanos de frutos afectados (PA2), presentan un 
perfil de proteínas muy similar a las zonas afectadas (PA1) y sensiblemente 
diferente a que presentan frutos sanos (control). Además, muchas de las proteínas 
identificadas en PA2 se corresponden con aquellas encontradas en PA1 y que, 
como hemos descrito con anterioridad, participan en procesos y mecanismos de 
resistencia en plantas. Este hecho sugiere la participación de mecanismos de 
señalización capaces de inducir la expresión de proteínas de resistencia en zonas 
alejadas de los tejidos necrotizados con el fin de disminuir la extensión de los 
síntomas de necrosis al resto del fruto.  
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En última instancia, el poder reductor necesario para los sistemas 
antioxidantes lo suministra el NADPH. En plantas, el NADPH se genera por la 
fotosíntesis en las hojas, mientras que la ruta de las pentosas fosfato es la 
principal fuente de NADPH en tejidos no fotosintéticos, siendo utilizado para la 
eliminación de especies reactivas de oxígeno (Mitler, 2002). Nosotros hemos 
identificado varias enzimas (triosa fosfato isomerasa, ribosa-5-fosfato isomerasa, 
fructoquinasa) que pueden intervenir en el ciclo de las pentosas fosfato y otras 
enzimas que catalizan reacciones de intercambio de poder reductor en forma de 
NADH, como es el caso de la malato deshidrogenasa. El azúcar necesario para el 
desarrollo del fruto es la sacarosa procedente de las hojas. En frutos jóvenes, esta 
se metaboliza para acumular almidón vía sacarosa sintasa dando UDP-glucosa y 
fructosa (Schaffer y Petreikov, 1997) (figura 4.17). La UDP-glucosa se utiliza para 
síntesis de almidón vía UDP-GP, ADP-GP y almidón sintetasa, mientras que 
fructosa se fosforila por fructoquinasa. La fructosa-6-fosfato producida podría 
incorporarse también a la síntesis de almidón. Hemos detectado varias formas de 
UDPGP en controles y en PA2, lo cual estaría de acuerdo con el uso de sacarosa 
para síntesis de almidón, sin embargo FK sólo está en PA2. Además, en PA2 
también se identifican otras enzimas del metabolismo de carbohidratos que 
tampoco aparecen o lo hacen a menor nivel en los controles como son RPI y TIM.  
 
Estas enzimas son compartidas por varias rutas como el ciclo de Calvin y la 
ruta de las pentosas fosfato. En un tejido no fotosintético como el fruto es de 
esperar que la ruta que esté en funcionamiento sea la ruta de las pentosas fosfato. 
En este contexto, se puede establecer una relación entre la elevación de las 
enzimas antioxidantes y enzimas de la vía de las pentosas fosfato o enzimas que 
puedan suministrar carbono a las mismas como FK y UDPGP, de manera que la 
sacarosa importada en frutos afectados en lugar de usarse para la síntesis de 
almidón se utilizaría para generar poder reductor (NADPH) por oxidación en la ruta 
de pentosas fosfato, que es utilizado para el mantenimiento de los sistemas 
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Figura 4.17: esquema del metabolismo de carbohidratos en una célula vegetal. Las 
enzimas identificadas en los geles bidimensionales se muestran en rojo. La rama oxidativa 
de la ruta de las pentosas fosfato genera poder reductor en forma de NADPH. 
 
La identificación de proteínas que forman parte de la envoltura proteica de 
virus de mosaico de tomate (TMV) en tejido PA1 y PA2 (figura 4.8) induce a 
pensar que muchas de las proteínas que hemos identificado en frutos de tomate 
sufren modificaciones como consecuencia de la propia presencia del virus en los 
tejidos analizados, ya que el hecho de encontrar este organismo patógeno en los 
tejidos puede ser identificado como una situación de estrés biótico por la planta y, 
por lo tanto, desencadenar una respuesta que puede alterar el perfil de expresión 
de proteína con respecto a una situación normal (control). Incluso se puede llegar 
a pensar que la propia aparición de podredumbre apical puede ser consecuencia 
del propio desarrollo del virus. No obstante, la proteínas vírica de TMV también 
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Figura 4.18: hoja (izquierda) y frutos (derecha) infectados por virus del mosaico de 
tomate (TMV). 
El virus de mosaico de tomate es una patología que se puede detectar por 
la formación de moteados de color verde oscuro en las hojas que tienden a 
engrosar en comparación con las zonas verde claro (figura 4.18). Las hojas 
afectadas tienden a curvarse y a distorsionar su forma original. Algunas 
variedades víricas también pueden llegar a causar moteado, rallado y necrosis de 
los frutos (figura 4.18). Las plantas afectadas no mueren, pero producen frutos de 
baja calidad y disminución del rendimiento de la cosecha. Sin embargo, la 
podredumbre apical es una fisiopatía que no tiene un origen biótico, como en el 
caso del virus de tomate y que, por lo tanto, no tiene carácter contagioso. El origen 
de esta enfermedad se encuentra en una falta de aporte de calcio, provocado por 
alteraciones medioambientales en el aporte de riego o salinidad excesiva en el 
suelo y que se manifiesta durante la etapa de crecimiento rápido de los frutos. 
Como consecuencia de esta falta de aporte de calcio, los frutos manifiestan la 
aparición de esta ruptura y necrosis de tejidos en la parte distal. Estos síntomas 
aparecen únicamente en la zona distal del fruto, a diferencia de los frutos 
afectados por virus TMV, que se extiende por todo el fruto. El desarrollo de esta 
fisiopatía comienza con la aparición de una zona deprimida que crece y adquiere 
un aspecto oscuro a medida que se desarrolla el fruto y que se extiende hasta 
cubrir incluso la mitad del fruto. El trabajo de Fodor y col. (1997) en los que se 
induce de forma artificial la invasión de TMV en hojas de plantas de tabaco, 
muestra una disminución de los niveles de actividad de enzimas relacionadas con 
la aparición de especies reactivas de oxígeno y ciclo del ascórbico-glutatión 
(ascorbato peroxidasa, dehidroascórbico reductasa, glutatión reductasa, glutatión-
S-transferasa y superóxido dismutasa) incluso dos días después de la infección 
artificial. Los niveles de actividad de algunas de estas enzimas medidos con 
posterioridad a la aparición de síntomas de pardeamiento en los tejidos (dos días 
después de la infección) aumentaron significativamente en hojas. Estos datos 
parecen indicar que estas enzimas aumentan sus niveles de expresión y actividad 
como consecuencia de la aparición de necrosis, y no como consecuencia de la 
propia infección vírica (Fodor y col., 1997). Esto concuerda con los datos 
obtenidos en nuestros experimentos, en los que la aparición de pardeamiento 
como consecuencia de ruptura y desagregación celular en las partes distales de 
frutos como consecuencia de un aporte insuficiente de calcio origina un 
incremento de los niveles de actividad de esas y otras enzimas. Ni las hojas ni los 
frutos de las plantas utilizadas en nuestros experimentos mostraron ninguno de los 
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síntomas descritos para TMV. Sin embargo, geles bidimensionales elaborados a 
partir de tejido PA1 y PA2 muestran la presencia de proteínas de la cápside de 
virus TMV que también están presentes en geles realizados a partir de frutos 
control. Todos estos datos nos llevan a argumentar que las diferencias en los 
perfiles de expresión se deben al desarrollo de podredumbre y necrosis apical y no 
al TMV, que parece estar presente de forma latente en la planta.  
 
Finalmente, hemos identificado también una quitinasa (CHN) en PA1 y PA2. 
Aunque se trata de una enzima de defensa principalmente por invasión de hongos 
patógenos, existen evidencias de aumento de la actividad quitinasa en frutos de 
melocotón sometidos a radiación ultravioleta (El Ghaouth y col., 2003) y de su 
acumulación sistémica como respuesta a daños mecánicos en chopos (Clarke y 
col., 1998). Una revisión reciente (Kasprzewska, 2003) de quitinasas de plantas 
muestra que las quitinasas son enzimas cuya expresión se induce como respuesta 
a diferentes factores bióticos y abióticos y cambios en los niveles hormonales. 
Además, el trabajo de Yu y col. (1998) demuestra la inducción de la expresión de 
quitinasa en tomates silvestres (Lycopersicon chilense) y cultivado (Lycopersicon 
esculentum) sometidos a estrés hídrico. Por ello, la presencia de CHN en PA1 
puede deberse a una inducción sistémica de la enzima como consecuencia de la 
podredumbre apical. 
 
Nos ha resultado imposible identificar PPO en los geles bidimensionales. 
Esto quiere decir que no se encuentra entre las proteínas cuantitativamente más 
representadas en la fase pobre en detergente de la fracción particulada (E2). Este 
dato pone de manifiesto las limitaciones de la electroforesis bidimensional para 
recuperar proteínas poco abundantes. Sería necesario realizar nuevos 
subfraccionamientos de E2 para enriquecer las preparaciones en este tipo de 
proteínas. Actualmente están emergiendo alternativas diversas basadas en 
cromatografía multidimensional acoplada a espectrometría de masas en tándem y 
que están revolucionando el rendimiento de identificaciones, incluso a muy bajos 
niveles de proteína. Es nuestra intención implantar estas técnicas y aplicarlas al 
análisis proteómico de plantas con el fin de incrementar la densidad de los perfiles 
de proteínas investigados y así poder apoyar con mayor solidez las hipótesis 
funcionales. 
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CONCLUSIONES 
 
Del trabajo que se ha realizado se pueden extraer las siguientes 
conclusiones: 
 
1) Nuestro protocolo de extracción ha permitido determinar la presencia de PPO 
en dos extractos protéicos diferentes (soluble y particulada) en todas las 
variedades de tomate analizadas, evaluar la evolución de su actividad a lo 
largo del desarrollo del fruto, comprobar su implicación en la aparición de 
podredumbre apical en frutos de tomate, determinar sus constantes 
cinéticas y evaluar la efectividad de diferentes inhibidores químicos. 
2) El protocolo de extracción enzimática utilizado permite purificar la enzima 
polifenol oxidasa hasta cuatro veces la PPO de la fracción soluble (E1) y 
más de tres veces la enzima presente en la fracción particulada (E2). Esto 
supone un punto de partida para futuros trabajos de purificación a 
homogeneidad y determinación de su función biológica. 
3) Los niveles de PPO son altos en frutos jóvenes y en frutos afectados por 
podredumbre apical, mientras que desaparece en frutos sanos 
desarrollados y/o maduros. 
4) La caracterización enzimática de ambas fracciones, el ratio variable E1/E2 en 
numerosas variedades y la inducción diferencial de sus niveles en frutos 
afectados por podredumbre apical aportan evidencias a favor de que E1 y 
E2 son isoenzimas diferentes. 
5) Los cebadores diseñados permiten amplificar por RT-PCR secuencias de 
RNAm de PPO de fruto de tomate. El RNAm mayoritariamente expresado 
en frutos de 8-10 días de desarrollo post-antesis corresponde a transcrito 
de los genes A/A´, si bien no se puede descartar que en frutos más jóvenes 
se puedan expresar otros genes de PPO.  
6) La estrategia diseñada para la de detección de tipos de RNAm de PPO en 
tomate abre una posibilidad para poder analizar la expresión en otros 
tejidos y un acercamiento a la explicación de la función fisiológica de cada 
una de las seis isoenzimas que es posible encontrar en tomate. 
7) El Triton X-114 permite una extracción de PPO en forma activa e incrementa la 
solubilización de un número elevado de proteínas y enzimas de tejidos 
vegetales, en comparación con extracciones que utilizan únicamente 
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medios tamponados. La utilización de Triton X-114 es mucho más ventajosa 
que la utilización de Triton X-100 para extraer y solubilizar proteínas 
particuladas, y se ha mostrado como una herramienta importante para 
estudios de proteómica. 
8) La puesta a punto de las técnicas de proteómica (preparación de muestras de 
fruto de tomate, electroforesis bidimensional, espectrometría de masas y 
búsquedas en bases de datos) han supuesto un avance significativo para la 
separación e identificación de proteínas de nuestras muestras, el análisis 
del proteoma de fruto de tomate y la comparación de perfiles proteómicos 
de frutos sanos y afectados por podredumbre apical.  
9) Los sistemas antioxidantes de la planta, representado por el ciclo ascórbico-
glutatión tanto en su faceta soluble (DHAR) como en su faceta de 
membrana (GPX, TPX), enzimas neutralizadoras de especies altamente 
reactivas (SOD, QOR/ALH), y la ruta de las pentosas fosfato como 
generadora de poder reductor (FK, RPI, TIM) están incrementadas en frutos 
afectados por podredumbre apical y pueden jugar un papel clave en detener 
la progresión de la necrotización al resto del fruto, evitando así la 
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ANEXO A 
 
Secuencias de DNA que codifican para las seis isoenzimas de PPO de 
tomate (formato FASTA). Las secuencias señalizadoras, dominios, números de 
acceso corresponden a los indicados en la base de datos NCBI  (Wheeler y col., 
2003). Las secuencias incluyen codones de inicio y terminación de la transcripción 
(en color azul), las secuencias amplificadas mediante RT-PCR delimitadas por los 
cebadores que hemos diseñado (en color rojo), secuencias reguladoras de la 
transcripción y traducción -dominios CAAT y TATA- (fondo gris), dominios que 
codifican para secuencias señalizadoras de transporte al cloroplasto (fondo verde), 
regiones de unión a átomos de cobre CuA y CuB -por orden de aparición dentro 
de la secuencia-) en el centro catalítico (fondo amarillo). En la secuencia de PPOA 
hemos subrayado la secuencia de nucleótidos correspondiente a la cadena de 
aminoácidos de transporte al tilacoide propuesta por Koussevitzky y col. (1998). 
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ANEXO B 
 
Alineamientos de las seis secuencias diferentes que codifican para PPO A-
F de tomate. Este alineamiento ha sido realizado utilizando el programa 
informático MULTALIN, incluido en las herramientas bioinformáticas de EXPASY 
(Wilkins y col, 1999). El resultado del alineamiento muestra el grado de similitud 
entre las seis secuencias. Aquellas posiciones de las secuencias que presentan el 
mismo nucleótido en las seis secuencias se muestra en color rojo. Las posiciones 
que presentan el mismo nucleótido al menos en tres de las seis secuencias se 
muestra en color azul. Las posiciones poco conservadas se muestran en negro. 
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ANEXO C 
 
Secuenciación parcial en las direcciones 5´-3´y 3´-5´del inserto de cDNA del 
clon D6. 
 
AJ697805 Lycopersicon esculentum partial ppo gene for polyphenol oxidase, (5' 
fragment) 
 
ID   AJ697805   standard; genomic DNA; PLN; 551 BP. 
AC   AJ697805; 
SV   AJ697805.1 
DT   21-APR-2004 (Rel. 79, Created) 
DT   21-APR-2004 (Rel. 79, Last updated, Version 1) 
DE   Lycopersicon esculentum partial ppo gene for polyphenol oxidase, (5' 
DE   fragment) 
KW   polyphenol oxidase; ppo gene. 
OS   Lycopersicon esculentum (tomato) 
OC   Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
OC   Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; asterids; 
OC   lamiids; Solanales; Solanaceae; Solanum; Lycopersicon. 
RN   [1] 
RP   1-551 
RA   Casado J.; Selles S.; Bru R. 
RL   Submitted (21-APR-2004) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases. 
RL   Casado J., Agrochemistry and Biochemistry, Alicante University, Universidad 
RL   de Alicante. Ctra. San Vicente s.n., Ap 99-E-03080, SPAIN. 
RN   [2] 
RA   Casado, J.; Selles, S.; Bru, R. 
RT   "Enzymologic, molecular and proteomic approach to blossom-end rot in tomato 
RT   (Lycopersicon esculentum M.). Implication of polyphenol oxidase (PPO) and 
RT   anti-oxidant enzymes"; 
RL   Unpublished. 
FH   Key             Location/Qualifiers 
FH 
FT   source          1..551 
FT                   /db_xref="taxon:4081" 
FT                   /mol_type="genomic DNA" 
FT                   /organism="Lycopersicon esculentum" 
FT                   /clone="D6" 
FT                   /cultivar="Italian Hungarian Paste" 
FT                   /tissue_type="Blossom-end rot affected fruits" 
FT   CDS             <1..>551 
FT                   /codon_start=1 
FT                   /gene="ppo" 
FT                   /product="polyphenol oxidase" 
FT                   /EC_number="1.10.3.1" 
FT                   /protein_id="CAG26910.1" 
FT                   /translation="YGVANAIPLAASAAPTPPPDLSSCNKPKINATTEVPYFCCAPKPD 
FT                   DMPKVPYYKFPSVTKLRIRPPAHALDEAYIAKYNLAISRMKDLDKTQPDNPIGFKQQAN 
FT                   IHCAYCNGGYSIDGKVLQVHNSWLFFPFHRWYLYFYERILGSLIDDPTFGLPFWNWDHP 
FT                   KGMRFPPMFDVPGTALYDERR" 
 
SQ   Sequence 551 BP; 137 A; 130 C; 110 G; 174 T; 0 other; 
     tatggtgttg ctaatgctat accattagct gcatccgctg ctcctacacc acctcctgat        60 
     ctctcatctt gtaataaacc aaagattaat gcaactacgg aggtgccata cttttgttgc       120 
     gcgcctaagc ctgatgatat gcccaaagtt ccttattaca agttcccttc tgtgactaag       180 
     ctccgtattc gtccccctgc tcatgctctt gatgaggcgt atattgccaa gtacaatctg       240 
     gcgattagcc gaatgaaaga tcttgataag acacaacctg ataaccctat tggttttaag       300 
     caacaagcta atatacattg tgcttattgt aatggtggtt attctattga tggcaaagtg       360 
     ttgcaagttc ataactcgtg gcttttcttc ccgttccata gatggtactt gtacttctac       420 
     gaaagaatct tgggatcact catcgatgat ccaacattcg gtttgccatt ttggaattgg       480 
     gatcatccaa agggcatgcg tttccctccc atgtttgatg ttccagggac cgccctttat       540 
     gacgaaaggc g     
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AJ697806 Lycopersicon esculentum partial ppo gene for polyphenol oxidase, (3' 
fragment) 
 
ID   AJ697806   standard; genomic DNA; PLN; 549 BP. 
AC   AJ697806; 
SV   AJ697806.1 
DT   21-APR-2004 (Rel. 79, Created) 
DT   21-APR-2004 (Rel. 79, Last updated, Version 1) 
DE   Lycopersicon esculentum partial ppo gene for polyphenol oxidase, (3' 
DE   fragment) 
KW   polyphenol oxidase; ppo gene. 
OS   Lycopersicon esculentum (tomato) 
OC   Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
OC   Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; asterids; 
OC   lamiids; Solanales; Solanaceae; Solanum; Lycopersicon. 
RN   [1] 
RP   1-549 
RA   Casado J.; Selles S.; Bru R. 
RL   Submitted (21-APR-2004) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases. 
RL   Casado J., Agrochemistry and Biochemistry, Alicante University, Univesidad 
RL   de Alicante. Ctra San Vicente s.n., Ap99-E-03080, SPAIN. 
RN   [2] 
RA   Casado, J.; Selles, S.; Bru, R. 
RT   "Enzymologic, molecular and proteomic approach to blossom-end rot in 
RT   tomato(Lycopersicon esculentum M.). Implication of polyphenol oxidase (PPO) 
RT   and anti-oxidant enzymes";"; 
RL   Unpublished. 
FH   Key             Location/Qualifiers 
FH 
FT   source          1..549 
FT                   /db_xref="taxon:4081" 
FT                   /mol_type="genomic DNA" 
FT                   /organism="Lycopersicon esculentum" 
FT                   /clone="D6" 
FT                   /tissue_type="Blossom-end rot affected fruits" 
FT                   /cultivar="Italian Hungarian Paste" 
FT   CDS             <1..>549 
FT                   /codon_start=3 
FT                   /gene="ppo" 
FT                   /product="polyphenol oxidase" 
FT                   /EC_number="1.10.3.1" 
FT                   /protein_id="CAG26911.1" 
FT                   /translation="DIQNKDWLNSEFFFYDENGNPFKVRARDCLDTKKMGYDYHATATP 
FT                   WRNFNGKTKASAGKVNTGSIPPESQVFPLAKLDKAISFSINRPASSRTQQEKNAQEEVL 
FT                   TFNAIKYDNRDYIRFDVFLNVDNNVNANELDKAEFAGSYTSLPHVHRVGDPKHTATATL 
FT                   RLAITELLEDIGLEDEDTI" 
 
SQ   Sequence 549 BP; 182 A; 109 C; 130 G; 128 T; 0 other; 
     cagatataca aaacaaagat tggttgaact cggagttctt tttctatgat gagaatggaa        60 
     atccgttcaa agtgagagcc agagactgtt tggatacgaa gaagatgggg tatgattacc       120 
     acgcaacggc gaccccatgg cgtaacttca acggaaaaac aaaggcttca gctgggaaag       180 
     tgaatacggg ttcaattcct cccgaaagcc aggtattccc attggctaaa ctcgacaaag       240 
     caatttcatt ttccatcaac aggcctgctt cctcgaggac tcaacaagag aaaaatgcac       300 
     aagaggaggt cctaacattc aatgcaataa aatatgataa cagagattac ataagattcg       360 
     atgtgttcct caacgtggat aacaatgtga acgcgaatga gcttgacaag gcagagtttg       420 
     cggggagtta tactagcttg ccacatgtac acagagttgg agatcctaaa catactgcaa       480 
     ctgctactct ccggctggcg ataacagaac tgttggagga cattggtttg gaagatgaag       540 
     atactatcg            
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ANEXO D 
 
Huellas peptídicas obtenidas mediante espectrometría de masas para las 
diferentes manchas (proteínas) analizadas procedentes de geles bidimensionales 
realizados con tejidos PA1 y PA2 de frutos de tomate. Las huellas peptídicas han 
sido obtenidas mediante MALDI-TOF y elaboradas con programa Data Explorer. 
También se incluye información relativa al número de acceso y secuencia de 
aminoácidos (formato FASTA) de las muestras analizadas y proteínas 
identificadas en bases de datos (NCBI, SWISS-PROT, TIGR) (Boeckmann y col., 
2003; Wheeler y col., 2003; Ouyang y Buell., 2004). En la parte superior de cada 
espectro se muestra un código que indica el tipo de tejido de donde proviene la 
proteína identificada (PA1 o PA2) y un número (en orden creciente). Los números 
que faltan se deben a proteínas que han sido recortadas de geles bidimensionales 
pero que no han podido ser identificadas por la obtención de espectros de mala 
calidad o a que los valores de score, peptides matched y sequence coverage no 
superan los límites que hemos marcado para considerar una identificación como 
suficientemente satisfactoria (tablas 4.6 y 4.7). Las secuencias de aminoácidos en 
negrita muestran la cobertura de los péptidos identificados con la secuencia en 
las bases de datos. Las masas que contienen anotaciones en minúscula (a, b, c...) 
indica que se trata de dos masas idénticas que corresponden a dos aminoácidos 
diferentes en la secuencia identificada. Las anotaciones en mayúsculas y entre 
paréntesis (M) indica que la masa identificada corresponde a un péptido que 
presenta oxidación en uno (o más) residuos de metionina. Las proteínas 
identificadas mediante comparación de secuencias de nucleótidos en la base de 
datos de TIGR han sido traducidas a las correspondiente secuencia de 
aminoácidos utilizando la herramienta TRANSLATE TOOL (Wilkins y col., 1999). 
La base de datos TIGR incluye una serie de anotaciones, como son la descripción 
e identificación de cada una de las proteínas y número de acceso a secuencia de 
proteínas homólogas en NCBI (Wheeler y col., 2003). 
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Listado de masas identificadas: 
 
825.40/959.52/1115.63/1341.79/2063.16/2216.21/2393.40 
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Listado de masas identificadas: 
 
11665.62/1426.75/1437.80/2473.29/2845.60/3583.05 
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>sp|P29795|PSBP_LYCES Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor (OEE2) (23 kDa subunit of oxygen 
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Listado de masas identificadas: 
 
970.51/1144.66/1163.67/1167.59/1302.62/1560.82/1589.97/2165.28/2249.31/2512.41/2943.81/3820.36 
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Listado de masas identificadas: 
 
1299.66/1315.64(M)/1542.80/2752.52/2803.35/2968.49(M) 
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Listado de masas identificadas: 
 
825.40/959.52/1115.63/1341.79/2063.16/2216.22/2393.37 
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>TC115830 homologue to GP|21388544|emb|CAD33240. putative mitochondrial NAD-dependent malate dehydrogenase 
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>TC115830 homologue to GP|21388544|emb|CAD33240. putative mitochondrial NAD-dependent malate dehydrogenase 
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>TC115830 homologue to GP|21388544|emb|CAD33240. putative mitochondrial NAD-dependent malate dehydrogenase 
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>sp|P25306|THD1_LYCES Threonine dehydratase biosynthetic, chloroplast precursor (EC 4.3.1.19) (Threonine 
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>sp|P25306|THD1_LYCES Threonine dehydratase biosynthetic, chloroplast precursor (EC 4.3.1.19) (Threonine 
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Listado de masas identificadas: 
 
1115.55/1243.59/1341.70/1341.93/2063.04/2216.07/2393.24 



























































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 












































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 












































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 




































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 





















































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 










Listado de masas identificadas: 
 
825.41/595.53/1115.64/1341.80/2063.21/2216.25/2393.39 
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Listado de masas identificadas: 
 
778.41/926.50/1277.73/1433.86/1574.87/2057.19/2393.39 
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>Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor (OEE2) (23 kDa subunit of oxygen evolving system of 









Listado de masas identificadas: 
 
807.46/1189.65/1289.70/1306.71/1572.80/1616.78/2357.29 
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Listado de masas identificadas: 
 
825.46/1115.63/1341.79/2063.18/2216.24/2393.36 
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>TC116205 homologue to SP|P48495|TPIS_PETHY Triosephosphate isomerase  cytosolic (EC 5.3.1.1) (TIM). [Petunia] 
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>TC115830 homologue to GP|21388544|emb|CAD33240. putative mitochondrial NAD-dependent malate dehydrogenase 
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>TC115830 homologue to GP|21388544|emb|CAD33240. putative mitochondrial NAD-dependent malate dehydrogenase 
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>sp|P19595|UDPG_SOLTU UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose 
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>sp|P19595|UDPG_SOLTU UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose 
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>sp|P19595|UDPG_SOLTU UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose 
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>sp|P19595|UDPG_SOLTU UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose 











Listado de masas identificadas: 
 
776.43/797.46/846.49/962.56/1533.79/1603.88/1744.00/2108.15/2168.13/2585.55 































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 

































































































ANEXO D   Juan Casado Vela 
 
 










Listado de masas identificadas: 
 
825.40/1115.64/1341.80/2063.20/2216.24/2393.38 
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>sp|P19595|UDPG_SOLTU UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose 











Listado de masas identificadas: 
 
776.43/797.45/904.53/962.55/1239.71/1284.78/1459.80/1533.79/2108.16/2168.12/2585.50 
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ANEXO E 
 
Reacción catalizada, localización y breve descripción de cada una de las 
proteínas identificadas mediante técnicas de espectrometría de masas: 
 
 
GRUPO 1: PROTEÍNAS DE SÍNTESIS CONSTITUTIVA 
 
 
Chaperonina 21 (CPN21) 
Reacción catalizada: plegamiento de proteínas en presencia de ATP 
Localización: cloroplasto 
Breve descripción: Se trata de proteínas fundamentales para el crecimiento celular 
e inducibles en situaciones de estrés. Actúan estabilizando y protegiendo 
proteínas imprescindibles para el funcionamiento correcto del cloroplasto en 
situaciones de estrés (por ejemplo en situaciones de estrés térmico). En plantas se 
requiere la acción concertada de dos proteínas, chaperonina 60 (CPN60 o groEL) 
y chaperonina 21 (CPN21 o groES) para conseguir un plegamiento correcto de las 
proteínas.  
 
Subunidad de 23 kDa del fotosistema II. Oxygen evolving enhancer protein 2 
(OEE2) 
Reacción catalizada: Se encarga de regular la función del fotosistema II, implicado 
en la cadena de transporte electrónico 
Localización: forma parte del fotosistema II en las membranas de los tilacoides 
Breve descripción: La OEE2 es una subunidad de 23 kDa que forma parte del 
fostosistema II (familia PsbP). Se trata de una enzima inducida por luz solar y que 
es fundamental para el funcionamiento correcto de los fotosistemas. Es una 
enzima codificada por la información del núcleo. 
 
Malato deshidrogenasa (MDH) 
Reacción catalizada: (S)-malato + NAD+ = oxaloacetato + NADH  
Localización: citosólica, mitocondrias y glioxisomas 
Breve descripción: Cataliza la interconversión de par redox malato/oxalacetato y 
participa en rutas centrales como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Interviene 
en el intercambio de poder reductor entre citoplasma, mitocondrias y cloroplastos. 
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GRUPO 2: PROTEÍNAS CON FUNCIÓN ANTIOXIDANTE Y RELACIONADAS 
CON ESTRÉS OXIDATIVO  
 
 
Dehidroascorbato reductasa dependiente de GSH (DHAR) 
Reacción catalizada: 2 GSH + dehidroascorbato = GSSH + ascorbato 
Localización: citosol y cloroplastos 
Breve descripción: Participa en la detoxificación de especies reactivas de oxígeno 
y en la regeneración de ácido ascórbico utilizando glutatión como agente reductor. 
 
Superóxido dismutasa (SOD) 
Reacción catalizada: 2O2
- + 2H+ = O2 + H2O2 
Breve descripción: Las superóxido dismutasas son metaloproteínas ubicuas y muy 
conservadas en todos los organismos vivos. Su función es prevenir los efectos 
perniciosos de especies reactivas de oxígeno que se generan de forma habitual en 
las células mediante la catálisis de la reacción que transforma radicales 
superóxido en oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno. Los radicales 
superóxido son un subproducto habitual generado durante la respiración aeróbica 
y generado en diversas reacciones, incluyendo la fotosíntesis y la fotofosforilación 
oxidativa. Existen tres formas de SODs, dependiendo del metal cofactor presente 
en el centro activo (Cu/Zn, Fe y Mn). La enzima que hemos detectado en los geles 
bidimensionales de frutos de tomate presenta dominios en la secuencia de 
aminoácidos de unión a Cu/Zn y pertenece, por lo tanto, al primer grupo. 
Homodímero que une un átomo de cobre y uno de zinc por subunidad que actúan 
como cofactores. La identificación corresponde a precursor de SOD de 
cloroplastos. Elimina la presencia de radicales superóxido que se generan de 
forma natural en el PSII de cloroplastos. 
 
Glutatión peroxidasa fosfolípido hidroperóxido (GPX) 
Reacción catalizada: 2 GSH + R-OOH = GSSH + R-OH + H2O  
Localización: citosólica 
Breve descripción: Cataliza la reacción de reducción de peróxido de hidrógeno, 
peróxidos lipídicos e hidroperóxidos orgánicos mediante la intervención de 
glutatión. Protege las células frente a posibles daños causados por radicales 
hidroperóxido. Esta familia de enzimas presenta un centro catalítico altamente 
conservado que contiene cisteína. 
 
Tiorredoxin peroxidasa (TPX) 
Reacción catalizada: TPX (SH) + H2O2 = TPX (S-S) + H2O 
Breve descripción: Son enzimas ubicuas con función antioxidante que controlan la 
concentración de peróxidos generados internamente en las células. Se trata de 
enzimas que pueden ser reguladas mediante fosforilación, alteraciones del 
potencial redox y oligomerización de la propia proteína. Presentan dominios muy 
conservados con presencia de cisteinas en el centro activo y que intervienen en el 
mecanismo catalítico.  
 
Quinona oxidorreductasa (QOR) (también denominada ALH) 
Reacción catalizada: NAD(P)H + 2 quinona = NAD(P)+ + 2 semiquinona 
Breve descripción: Reduce quinonas a las correspondientes hidroquinonas con la 
participación de dos electrones. Enzima que ha sido relacionada con situaciones 
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de estrés biótico (Matvienko y col., 2001). Potencialmente inducida por efecto de 
auxinas. Recientemente se ha descrito su posible función en la detoxificación de 
hidroperóxidos lipídicos y alquenales. 
 
Glutatión S-transferasa (GST)  
Reacción catalizada: RX + GSH = HX + GSSH 
Localización: citosólica 
Breve descripción: En eucariotas, las glutatión S-transferasas (GSTs) participan en 
la detoxificación de especies electrofílicas catalizando la conjugación con el 
tripéptido glutatión. La secuencia de aminoácidos que codifica para la GST 
identificada presenta similitud con la familia de proteínas HSP26, que son 
proteínas de estrés. Generalmente las GSTs son homodímeros (aunque también 
se han descrito algunas que presentan forma de heterodímeros -subunidades A1 y 
A2 ó YC1 y YC2.  
 
IN2-1 
Breve descripción: Enzima relacionada con procesos de estrés en plantas. 
Pertenece a la familia de las glutatión transferasas GST, aunque no se incluye en 
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GRUPO 3: METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 
 
 
UDP glucosa pirofosforilasa (UDPGP) 
Reacción catalizada: UTP + D-glucosa-1-fosfato = pirofosfato + UDP-glucosa  
Localización: citosólica 
Breve descripción: Se trata de una reacción reversible que utiliza magnesio como 
cofactor y que presenta inhibición por UTP. La UDP-glucosa es un intermediario 
importante en la síntesis de sacarosa, celulosa y síntesis de ascorbato.  
 
Fructoquinasa (FK) 
Reacción catalizada: ATP + D-fructosa = ADP + D-fructosa-6-fosfato 
Localización: citosólica 
Breve descripción: Participa en la ruta de síntesis de almidón como sustancia de 
reserva y en otras rutas metabólicas. Participa en el primer paso del metabolismo 
de la fructosa. Introduce a la fructosa en rutas catabólicas como glucólisis y ruta 
de las pentosas fosfato. 
 
Ribosa 5-fosfato isomerasa (RPI) 
Reacción catalizada: D-ribosa 5-fosfato = D-ribulosa 5-fosfato 
Localización: citosol 
Breve descripción: Interviene en la rama no-oxidativa del ciclo de las pentosas 
fosfato y ciclo de Calvin. 
 
Triosafosfato isomerasa (TIM) 
Reacción catalizada: D-gliceraldehido 3-fosfato = dihidroxiacetona fosfato  
Localización: citosólica y cloroplástica 
Breve descripción: Triosa fosfato isomerasa (TIM) es una enzima glicolítica que 
cataliza la interconversión reversible de gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona 
fosfato. Juega un papel fundamental en la regulación de varias rutas del 
metabolismo de carbohidratos y es esencial para la producción de energía en la 
célula. Se trata de un dímero con dos subunidades idénticas, cada una de las 
cuales consta de 250 aminoácidos. Se conoce la implicación de un residuo de 
glutámico en el mecanismo catalítico. La secuencia que rodea a este residuo en el 
centro catalítico está muy conservada en todas las TIMs conocidas. 
 
Pirofosfatasa inorgánica (PPasa) 
Reacción catalizada: Pirofosfato + H2O = 2 fosfato 
Localización: Tonoplasto y cloroplasto 
Breve descripción: Monómero. La pirofosfatasa inorgánica (PPasa) es la enzima 
responsable de la hidrólisis de pirofosfato inorgánico (PPi), que se forma como 
producto de numerosas reacciones biosintéticas que utilizan ATP y UTP. Todas 
las pirofosfatasas conocidas requieren la presencia de cationes metálicos 
divalentes, como Mg, generalmente ligados a residuos de aspartato que están 
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Reacción catalizada: N2-acetil-L-ornitina + H2O = acetato + L-ornitina 
Localización: citosólica 
Breve descripción: Es una peptidasa. Puede intervenir en el desbloqueo de la 
síntesis de arginina y síntesis de poliaminas. Se trata de una enzima cuya síntesis 
se activa en condiciones de estrés hídrico (descrita en Citrullus lanatus). La 
búsqueda de la secuencia de nucleótidos mediante BLASTp muestra una gran 
similitud con N-acetilornitina desacetilasa de Arabidopsis thaliana. 
 
Dienolactona hidrolasa (DLH) 
Reacción catalizada: 4-carboximetilenobut-2-en-4-olida + H2O = 4 oxohex-2-enodioato  
Breve descripción: Monomero que cataliza la ruptura de ésteres dienolactona 
cíclicos para producir maleilacetato. Esta catálisis forma parte de una ruta de 
degradación de compuestos aromáticos tóxicos para plantas.  
 
Treonina deshidratasa (o desaminasa) (TDH) 
Reacción catalizada: L-treonina=2-oxobutanoato + NH3  
Localización: cloroplasto 
Breve descripción: Cataliza la desaminación de treonina a oxobutanoato con la 
intervención de piridoxal fosfato. Implicadas en la síntesis de isoleucina y en el 
catabolismo de hidroxiaminoácidos. Es un homotetrámero. Pertenece a la familia 
de las serina/treonina deshidratasas (TDHs), que son enzimas funcional y 
estructuralmente similares y que también utilizan piridoxal fosfato como cofactor 
unido a residuos de lisina de la enzima.  
 
Endoquitinasa (CHN) 
Reacción catalizada: hidroliza enlaces beta 1-4 de los polímeros de N-acetil-D-
glucosamina que conforman la pared celular de quitina de hongos  
Localización: la proteína madura actúa en el medio extracelular 
Breve descripción: Se trata de una hidrolasa incluida en la familia de las proteínas 
de resistencia vegetales (PR). Enzima de defensa inducible por invasión tisular por 
hongos patógenos.  
 
Virus del mosaico del tomate variedad L (TMV) 
Reacción catalizada: Proteína estructural 
Localización: Proteína estructural de la cápside 
Breve descripción: TMV es un virus de RNA de doble cadena, de la familia de los 
Tobamovirus que infecta las plantas de tomate y las utiliza para replicarse y 
multiplicarse. Muy similar al virus mosaico del virus de tabaco (TMV). Durante su 
ciclo de desarrollo el material genético se recubre de una cápside formada por la 
unión de subunidades protéicas idénticas. En nuestros experimentos hemos 
identificado proteínas de la cápside de Tobamovirus, que son virus de RNA de 
doble cadena que no presentan fase de DNA. Se trata de un virus que utiliza 
células de plantas para multiplicarse. En el caso del virus de tabaco y tomate 
consiste en la liberación de subunidades protéicas de ambos extremos del tubo 
cilíndrico que forman para proteger el material genético. 
